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1. WSTEP

Woprowadzenie w krajach Unii Europejskiej zakazu stosowania
antybiotykow jako stymulatoréow wzrostu w 2006 roku, pod wptywem
zagrozenia wynikajacego z powstawania nowych szczepdéw  bakterii
lekoopornych, wymusito poszukiwanie nowych, bezpiecznych dodatkdw
paszowych. Szczeg6lnym zainteresowaniem w tym kontekScie ciesza sie
probiotyczne bakterie, ktérych zadaniem jest: przywr6cenie i zachowanie
rownowagi naturalnej mikroflory przewodu pokarmowego [Holzapfel i wsp.
1998; Macfarlane i Cummings 1999], produkcja bakteriocyn [Dobson i wsp.
2012], wytwarzanie krotkotancuchowych kwaséw organicznych [P. M. Smith i
wsp. 2013], synteza witamin [LeBlanc i wsp. 2011], zmniejszenie stgzenia
substancji toksycznych [EI-Nezami i wsp. 1998], obnizanie pH tresci jelit,
poziomu cholesterolu, tréjglicerydow [Mohan i wsp. 1995], ochrona przewodu
pokarmowego przed patogenami [Foye i wsp. 2012; Resta-Lenert i Barrett
2003], w tym przed szkodliwymi dla zwierzat i cztowieka jak Salmonella [Feng
i wsp. 2016], a takze stymulacji uktadu immunologicznego [Isolauri i wsp.
2001]. Podawanie substancji stanowigcych zrodto wegla dla  bakterii
probiotycznych (prebiotykéw), stymuluje rozwoj korzystnej mikloflory, ktéra
juz znajduje si¢ w przewodzie pokarmowym, co przektada si¢ na jej wickszy
udziat procentowy w ogolnej liczbie bakterii. Dzigki temu procesowi efekt
podawania prebiotykow, dla gospodarza, moze by¢ podobny jak ten wywotany
podawaniem probiotykéw [Saad i wsp. 2013; Druart i wsp. 2014]. W pracach
badawczych czgsto opisywane sa efekty koncowe podawania prebiotykow,
probiotkdw i synbiotykOw (potaczenie prebiotyku i probiotyku w jeden
produkt) takie jak zuzycie paszy, przyrost wagi, upadki, a nawet struktura jelit i
mie$ni [Budifio i wsp. 2005; Midilli i wsp. 2008; Ohimain i Ofongo 2012].
Badania te nie wyjasniajg jednak w sposob jednoznaczny jakie mechanizmy
leza u podstaw tych zmian. Dlatego tez w niniejszej pracy zbadano wplyw
podania prebiotykéw i synbiotykow in ovo na ekspresj¢ genomu kury, celem
wytypowania szlakow sygnatowych na ktére maja wpltyw podane substancje
biologicznie aktywne. W badaniach wykorzystana zostata technologia in ovo,
ktora zaklada podanie substancji biologicznie aktywnej (w tym przypadku
prebiotyku i synbiotyku) do komory powietrznej jaja w 12 dobie rozwoju
zarodkowego.

HIPOTEZA

Stymulacja mikrobiomu kury prebiotykami i synbiotykami podanymi in
ovo wplywa na poziom ekspresji genow.
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Do weryfikacji powyzszej hipotezy badawczej zastosowane zostaly dwa

modele badawcze: in vitro i in vivo. Pierwszy z modeli zaktadat wykorzystanie
linii komorkowej kurczgcych makrofagéw (HD11) do oceny aktywnosci
biologicznej probiotykow. Drugi z modeli wykorzystat techonologi¢ in ovo do
podania substancji biologicznie aktywnych (prebiotykéw i synbiotykéw) do
komory powietrznej jaja.

Aby zweryfikowaé powyzsza hipoteze, postawiono nastepujace pytania

badawcze:

Czy rozne probiotyczne szczepy bakteryjne wykazuja zréznicowany
potencjal do immunostymulacji komoérek gospodarza? (badania in
vitro).

Czy prebiotyk i bakterie probiotyczne podane in ovo do komory
powietrznej jaja przenikaja przez btong podskorupowa do wnetrza jaja?
(badania na embrionach).

Jak zmienia si¢ ekspresja genow zwigzanych z ukladem
immunologicznym po podaniu in ovo prebiotyku i synbiotyku w czasie
zycia broilerow (badania in vivo)?

Jakie zmiany w transkryptomie wywoluje podanie prebiotykow
i synbiotykéw in ovo (badania in vivo)?
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2. PRZEGLAD LITERATURY
2.1. MIKROBIOM

Ciato cztowieka i zwierzat, nie sktada si¢ tylko z komorek organizmu
lecz takze licznej grupy drobnoustrojow, zwanych mikrobiomem. Zgodnie
z terminem wprowadzonym przez Joshue Lederberga na przetomie XX i XXI
wieku, mikrobiom jest zbiorem mikroorganizméw zasiedlajacych dane
siedlisko [Lederberg i Mccray 2001]. Mikrobiom cztowieka i zwierzat tworza
wszystkie drobnoustroje saprofityczne, komensale i pasozyty, ktore zasiedlajac
przestrzenie w ciele, wyksztalcaja wzajemne zaleznosci oraz interakcje.
Mikroorganizmy te nie sg przypadkowo rozmieszczone w organizmie, lecz
lokalizuja si¢ w $cisle okreslonych miejscach, np. przewdd pokarmowy, skora,
uktad rozrodczy, czy goérne drogi oddechowe. Szacunkowa liczba komorek
mikroorganizméw  (prokariotycznych i eukariotycznych) kolonizujacych
przewdd pokarmowy jest wielokrotnie wigksza niz liczba komorek budujacych
organizm samego gospodarza [Savage 1977]. Odkrycie, iz mikrobiom
cztowieka i zwierzat moduluje rozwoj a takze réznorodne funkcje organizmu,
przyczynito si¢ do wzrostu liczby badan zwigzanych z ta tematyka
[Huttenhower i Human Microbiome Project Consortium 2012].

W przewodzie pokarmowym zwierzat i czlowieka wystgpuja setki
gatunkéw drobnoustrojow, w przewazajacym odsetku jest to mikroflora
komensalna, w mniejszym wystepuja gatunki drobnoustrojow patogennych
[Sekirov i wsp. 2010]. Zaréwno komensale, jak i patogeny odpowiadaja za
stymulacj¢ miejscowej i ogolnej odpornosci przeciwzakaznej [Flint i wsp.
2012]. Wydzielnicze IgA oraz mukopolisacharydy s$luzu jelitowego tworza
warstwe chronigcg nabtonek jelit. Do ich funkcji nalezy neutralizowanie
szkodliwych  produktow  powstajaccyh  podczas niszczenia  bakterii,
zobojetnianie  dziatania toksyn, enzymoOw proteolitycznych, alergenéw
i sktadnikow pokarmowych o wiasciwosciach antygendw [Inoue i wsp. 2005].
Bakterie jelitowe pobudzaja produkcje czynnika martwicy nowotworow (TNF),
ktéry wptywa na aktywno$¢ limfocytow i metabolizm komorek, a takze na
apoptoze komoérek nowotworowych [Bengmark 2013].

Autochtoniczna mikroflora jelit w ponad 90% jest utworzona przez
bezwzglgdne beztlenowce, gtownie, a niekiedy wytacznie, przez producentow
kwasu mlekowego (Bifidobacterium/Lactobacillus) i producentéw lotnych
kwasow  tluszczowych (Bacteroidaceae, Eubacterium). U cziowieka
Bacteroides stanowia okoto 30% wszystkich drobnoustrojow przewodu
pokarmowego. 1 g tresci okrgznicy czlowieka zawiera 1012 bakterii, a okoto
30% tresci okreznicy tworzy E. coli. W sktad mikroflory pomocniczej (ang.
satellite flora), stanowiacej ponizej 1% ogolnej ilosci bakterii, wchodza
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fakultatywne beztlenowce (E. coli i enterokoki), zas 0,01% mikroflory to
Clostridia, Proteus, gronkowce, Pseudomonas, Candida, Saccharomyces,
Aspergillus oraz Penicillium [Hao i Lee 2004; Tiihonen i wsp. 2010]. Bakterie
jelitowe fermentuja niestrawione weglowodany, kwasy zolciowe i sterole,
a komensale produkuja biotyne i witaming K. Bakterie jelitowe produkujg
hormony wptywajace na odktadanie si¢ tluszczu w organizmie [Turnbaugh
i Gordon 2009]. Dzigki wspotzawodnictwu o pokarm i miejsce mikrobiom jelit
hamuje namnazanie patogenéw (np. C. difficile, Candida). Dziatanie
przeciwbakteryjne wywieraja roéwniez bakteriocyny produkowane przez
autochtoniczng mikroflore jelit [Chow i wsp. 2010].
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2.2. INTERAKCJE GOSPODARZ-MIKROBIOM

Mikrobiom u ssakéw zaczyna rozwija si¢ cze$ciowo juz w zyciu
ptodowym, lecz gtéwny rozwoj nastepuje po porodzie, gdy mtody organizm ma
kontakt z mikroflora narzadow pitciowych i skory matki. Od tej chwili
w niszach nowonarodzonego organizmu zaczyna si¢ wspotzawodnictwo
o miejsce i pokarm miedzy mikroorganizmami, co prowadzi do stymulacji
odpornos$ci naturalnej i nabytej [Olszak i wsp. 2012]. Natomiast w przypadku
ptakow, gléwny kontakt mtodego organizmu z mikroflorg, zaczyna si¢ w chwili
wyklucia [Klasing 2007]. Aczkolwiek badania Pedrosa [Pedrosa 2009]
dowodzg iz w zarodku kurczgcym znajduje si¢ niewielka liczba bakterii
zlokalizowanych w woreczku zottkowym.

Mikrobiom jelit odgrywa kluczowa rol¢g w zainicjowaniu i ciaglej
stymulacji odpornoséci miejscowej i ogodlnej organizmu [Chung i wsp. 2012].
Bakterie, ktore kolonizujg przewod pokarmowy jako pierwsze (zaraz po
urodzeniu w przypadku ssakéw lub po wykluciu w przypadku ptakéw),
w duzym stopniu decyduja o sktadzie mikrobiomu w ciagu catego zycia
i charakterze odpowiedzi immunologicznej [Kuhn i Stappenbeck 2013].
Badania na myszach gnotobiotycznych (pozbawionych bakterii) jednoznacznie
potwierdzaja znaczenie mikrobiomu w odpornosci miejscowej — nieswoistej
wywotanej przez czynniki lub zjawiska wystepujace tylko lokalnie [Carragher
i wsp. 2008]. Dziatanie ochronne na zakazenie salmonellami jest wyzsze
u myszy z typowa mikroflora przewodu pokarmowego niz U myszy
0 zmienionym mikrobiomie, np. skolonizowanym przez mikrobiom pochodzacy
od cztowieka [Chung i wsp. 2012]. Bakterie przewodu pokarmowego wykazuja
szerokie spektrum dzialania, tacznie z wplywem na uktad immunologiczny.
Stymulujg bowiem zaréwno swoiste, jak i nieswoiste mechanizmy odpornosci
organizmu, wptywajac na tkanke limfatyczng zwigzang z btonami $luzowymi
(ang. MALT - mucosal associated lymphoid tissue). Stymuluja syntezg
przeciwciat klas: 1gG, IgM i IgA, a takze SIgA i SIgM. Bakterie zapobiegaja
rowniez adhezji patogendw do nabtonka $luzowki jelit i wnikaniu w glab bton
Sluzowych. Bakterie saprofityczne przewodu pokarmowego hamujg
generowanie reakcji zapalnej, jak rowniez maja wplyw na uszczelnienie bariery
jelitowej [Macpherson i Harris 2004].
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2.3. MOZLIWOSCI STYMULACJI MIKROBIOMU

Mikroflora przewodu pokarmowego moze by¢ modyfikowana poprzez
podawanie probiotykow, ktore zajma miejsce czeSci obecnych juz
mikroorganizmow lub prebiotykow, ktore spowodujg zwigkszony wzrost tylko
wybranej grupy bakterii. Prebiotyki, ktore sg dla probiotykéw substancjami
odzywczymi, moga by¢ dostarczane z zewnatrz w postaci cukréw, opornych na
dziatanie enzymow trawiennych przewodu pokarmowego [Alloui i wsp. 2013].
Prebiotyki stanowigce zrodto weglowodanéw wytacznie dla wybranych grup
mikroorganizméw, stymuluja wzrost bakterii probiotycznych takich jak
Bifidobacterium, Lactobacillus, Lactococcus i Streptococuss [Patterson
i Burkholder 2003]. W badaniach wiasnych wykorzystano dwa prebiotyki.
Jednym z nich jest komercyjny, dostepny na rynku prebiotykéw Bi’Tos,
galaktooligosacharyd (GOS) syntetyzowany przy pomocy naturalnych
enzymow, pochodzacych z szczepu Bifidobacterium bifidum [Tzortzis i wsp.
2005]. Udowodniono, ze GOS selektywnie stymuluje rozw6j mikroflory
bakteryjnej, wptywajac bezposrednio na wzrost Bifidobacterium u kurczat [Jung
i wsp. 2008].

Podawanie synbiotykéw kurom nieSnym spowodowalo obnizenie
cholesterolu i poziomu nasyconych kwaséw ttuszczowych w zoéttku jaja. Ta
sama suplementacja diety synbiotykiem spowodowata podwyzszenie poziomu
nienasyconych kwasow tluszczowych [Tang i wsp. 2015]. Yitbarek
i wspotpracownicy wykazali iz dodatek synbiotykéw do diety kurczat broilerow
ma korzystny wptyw ma uktad immunologiczny [Yitbarek i wsp. 2015].
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2.3.1. PODAWANIE PREBIOTYKOW, PROBIOTYKOW,
SYNBIOTYKOW

2.3.1.1. W paszy i wodzie

W przypadku zwierzat gospodarskich (jak np. trzoda chlewna, dréb),
najczesciej stosowang metodg podawania prebiotykéw, probiotykow
i synbiotyk6w jest dostarczanie ich w paszy i w wodzie. Spos6b ten jest prosty
i wygodny dla hodowcow. Wymaga jednak podawania systematycznie dawek
substancji bioaktywnych [Timmerman i wsp. 2006; Piray i wsp. 2007]. Kolejna
wadg tej metody jest czas dziatania a mianowicie efekt jest uzyskiwany
z opoznieniem, potrzebny jest czas aby probiotyki wyparly cze$¢ obecnej
mikroflory, a prebiotyki zastymulowaly mikroorganizmy probiotyczne do
wzmozonego wzrostu. Powstaje wiec luka czasowa, od wyklucia do
wytworzenia stabilnego mikrobiomu (3-4 dni), w ktorej zwierzg¢ta nie s3
chronione [Klasing 2007].

2.3.1.2. Inovo

W przypadku ptakow, rozwéj embrionalny przebiega w jaju, poza
organizmem matki. Ta droga rozwoju zarodkowego umozliwia podanie
substancji bioaktywnych jeszcze przed wylegiem. W Katedrze Biochemii
i Biotechnologii Zwierzat zostala opracowana i opatentowana (nr 197726)
technologia in ovo podawania prebiotykéw w 12 dobie rozwoju zarodkowego
[Villaluenga i wsp., 2004]. W kolejnych etapach badan technologia ta zostata
rowniez zastosowana w przypadku iniekcji synbiotykéw. Podane w ten sposob
bakterie probiotyczne jako pierwsze zasiedlaja przewod pokarmowy ptakow,
przez co nie muszg konkurowa¢ z rozwinieta flora, jak przy podaniu w paszy
czy w wodzie. Podanie prebiotyku in ovo jest rowniez korzystne, gdyz
stymuluje flore endogenng jaja. Dzigki tej technologii piskle jest chronione
przed potencjalnymi patogenami jeszcze przed wykluciem.
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2.4. CHARAKTERYSTYKA WEASCIWOSCI
PROBIOTYCZNYCH MIKROORGANIZMOW

Mikroorganizmy probiotyczne powinny si¢ przede wszystkim
cechowac [Patterson i Burkholder 2003]:

e wysoka odpornoscia na dziatanie niskiego pH wystepujacego
w zotadku oraz enzymow i kwasow zotciowych obecnych
w dwunastnicy;

e zdolnoscig przywierania do komoérek nabtonka jelit, ktora umozliwia
kolonizacje przewodu pokarmowego;

e korzystnym dziataniem na organizm gospodarza, ktéore moze objawiaé
si¢ zwigkszonym przyrostem masy ciata, lepszym skladem chemicznym
miesa, a takze zwiekszeniem zdrowotnosci wynikajacej ze stymulacji
uktadu immunologicznego.

Mechanizm oddziatywania probiotykow na uktad immunologiczny
polega na rozpoznawaniu przez komorki uktadu immunologicznego wzorcow
molekularnych  zwigzanych z okreslonymi bakteriami, tzw. MAMPs (ang.
microbe-associated molecular patterns). Zaliczaja si¢ do nich takie cze$ci
sktadowe bakterii jak: lipopolisacharydy, lipoproteiny, kwas lipotejchojowy,
niemetylowane sekwencje CpG, polisacharydy, peptydoglikany oraz flagellina.
MAMPs tgcza si¢ z receptorami rozpoznajagcymi wzorce tzw. PRR (ang. pattern
recognition receptors), ktore znajdujg si¢, w zaleznosci od ich rodzaju, na
powierzchni lub wewnatrz komorek uktadu immunologicznego [GOmez-
Llorente, Mufioz, i Gil, 2010]. Do grupy PRR naleza receptory Toll-podobne
(ang. TLRs Toll-like receptors), rozpoznajgce specyficzne dla siebie antygeny
bakteryjne, np.: TLR1 i TLR2 tworza heterodimer aktywowany przez kwas
lipotejchojowy, lipopeptydy oraz peptydoglikan (Farhat i wsp., 2008); TLR4
rozpoznaje LPS [Brubaker, Bonham, Zanoni, i Kagan, 2015]; TLRS flagelling
[Miao, Andersen-Nissen, Warren, i Aderem, 2007]; TLR21 niemetylowane
sekwencje CpG [Brownlie i wsp., 2009]. Po przylaczeniu si¢ antygenu do
odpowiedniego receptora PRR nastgpuje aktywacja specyficznych szlakow
sygnatowych zwigzanych z uktadem immunologicznym [Takeda i Akira, 2005].
Bakterie probiotyczne posiadaja réozne MAMPS, przez co moga aktywowac
wiele receptoréw TLR [Lebeer i wsp. 2010].
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2.4.1. Ocena wlasciwosci in vitro

W  badaniach in vitro dotyczacych analizy wlasciwosci
immunostymulacyjnych probiotykow czesto wykorzystywane sa linie
komoérkowe [Pereira i wsp. 2003; Falagas i wsp. 2006]. Linia komérkowa,
stuzaca jako model in vitro do oceny wilasciwosci immunostymulacyjnych
probiotykow, powinna posiada¢ wszystkie rodzaje receptorow TLR, aby mogla
rozpozna¢ wszystkie MAMPs wchodzace w sktad danej bakterii.

Bakterie probiotyczne, ktére zostaly uzyte w doswiadczeniu
(Lactococcus lactis subsp. cremoris Lactococcus lactis subsp. lactis,
Lactobacillus Plantarum oraz Lactobacillus salivarius), naleza do grupy Gram-
dodatnich bakterii kwasu mlekowego. Bakterie te sa nieurzgsione, nie
produkuja toksyn, ani nie wytwarzajg przetrwalnikow [Madigan, 2012].
Zgodnie z powyzszymi danymi literaturowymi, bakterie te aktywuja TLR1
i TLR2 poprzez kwas lipotejchojowy, lipopeptydy oraz peptydoglikan, bedace
sktadnikiem ich $ciany komorkowej; TLR4 moze zosta¢ aktywowany przez
egzopolisacharydy produkowane przez Lactococcus lactis. Aktywaciji powinien
takze ulec TLR21 poprzez niemetylowane sekwencje CpG znajdujace si¢
w bakteryjnym DNA. Réznice w budowie $ciany komoérkowej (grubosé, rdzne
lipopeptydy powierzchniowe), rézne egzopolisacharydy, specyficzne dla
danego szczepu powinny, przyczyni¢ sie¢ do powstania specyficznych dla
danego szczepu wiasciwosci immunostymulacyjnych. Wynikiem tego typu
analiz, wykonywanych w oparciu o linie komoérkowa, jest okreslenie zmian
w ekspresji gendw zwigzanych z uktadem immunologicznym po ko-stymulacji
komorek danej linii z komorkami analizowanych bakterii probiotycznych.

2.4.2. Ocena wlasciwosci in vivo

Oddziatywanie probiotycznych bakterii na uktad immunologiczny ma
szeroki zakres, od: zmiany w rozmiarach i strukturze organdow uktadu
immunologicznego [Stawinska i wsp., 2014], przez podwyzszeniu poziomu
ekspresji cytokin w $ledzionie, a obnizeniu w migdalkach jelit $lepych
[Stawinska, Siwek, i Bednarczyk, 2014] az po regulacj¢ odpowiedzi pro-
i antyzapalnej poprzez zmiang ekspresji IL-10 i IL12 [Ma i wsp. 2015][Kaji
i wsp. 2010]. Probiotyki mogg takze tagodzi¢ patologiczne stany zapalne,
przeciwdziatajac uszkodzeniom tkanki jelitowej [Plaza-Diaz i wsp. 2014]. Tak
szeroki zakres oddzialywan nie moze by¢ oceniony przy pomocy
uproszczonego modelu in vitro. Zawiera on zazwyczaj tylko jednag homogenna
populacje komorek, co uniemozliwia zaobserwowanie interakcji migdzy
réznymi typami komoérkami uktadu immunologicznego. [Macpherson i Harris
2004; Chung i wsp. 2012; Kuhn i Stappenbeck 2013]. Na przyktad, aby w petni
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oceni¢ wptyw probiotykéw na uktad immunologiczny jako model nie wystarczy
homogenna linia makrofagéw, gdyz ich aktywacja w S$cianie jelit wymaga
obecnosci komoérek dendrytycznych [Shapiro i wsp. 2011]. Dlatego tez,
probiotyki, ktore zostaly wstepnie wytypowane za pomocg modelu in vitro,
muszg zosta¢ poddane ocenie in vivo. Tylko w ten sposob mozna uzyskac pelne
informacje dotyczace wybranych mikroorganizméw probiotycznych na
organizmie gospodarza.
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3. MATERIALY I METODY

3.1. OCENA WLASCIWOSCI IMMUNOSTYMULUJACYCH
BAKTERII - BADANIA IN VITRO

3.1.1. Przygotowanie linii komdrkowej

Do oceny wlasciwos$ci immunostymulujagcych bakterii wykorzystano
model in vitro bazujacy na kurzej makrofago-podobnej linii komérkowej HD11
[Beug i wsp. 1979]. Komorki byly utrzymywane w medium RPMI-1640
(Biological Industries, Beyt Haemek, Israel) z dodatkiem: 10% FBS
inaktywowanego termicznie, 1% MEM Non-Essential Amino Acids Solution,
1% pirogronianu sodu, 1% L-glutaminy i 1% roztworu penicyliny-
streptomycyny (GIBCO, Grand Island, NY). Linia komorkowa byla
inkubowana w butelkach do hodowli tkankowej o powierzchni 75 cm?® (TPP,
Trasadingen, Switzerland) w atmosferze zawierajacej 5% CO, w temperaturze
415°C. Linia HDI1 jest adherentna, dlatego procedura pasazowania
obejmowata etap odklejania komorek od powierzchni butelki. W tym celu po
usuni¢ciu medium, komorki byly przeptukane roztworem PBS, a nastgpnie
traktowane 3ml 0.25% roztworu trypsyny (Sigma-Aldrich, Buchs, Switzerland).
Po 5 min inkubacji w temperaturze 41.5°C, do hodowli komérkowej dodano
5 ml $wiezego medium i polaczono z wczesniej zebranym starym medium.
Medium zostatlo usuni¢te poprzez wirowanie, a osad komorek zostat
zawieszony W $wiezym medium w koncentracji 0.5 x 10° komérek/ml.
Procedura pasazowania bylta przeprowadzana co 48 godzin.

16 godzin przed planowang stymulacja, lini¢ komoérkowa HDI11
zawieszano w medium o obnizonej zawarto$ci surowicy (medium RPMI-1640
suplementowane 1% FBS i 1% L-glutaminy) w koncentracji 1.25 x 10°
komorek/ml. Tak przygotowana linia komorkowa byla umieszczana na
plytkach 6-dotkowych w objetosci 2ml/dotek. Inkubacja ptytek hodowlanych
prowadzona byta przez catg noc.

3.1.2. Przygotowanie probiotykow do stymulacji linii komorkowej

Do stymulacji linii komorkowej HD11 zastosowano cztery szczepy
probiotyczne: Lactococcus lactis subsp. cremoris IBB 477 (P1), Lactococcus
lactis subsp. lactis IBB 2955 (P2), Lactobacillus Plantarum IBB 3036 (P3) oraz
Lactobacillus salivarius 1BB 3154 (P4), ktore zostaly dostarczone przez
Instytut Biochemii i Biofizyki Polskiej Akademii Nauk (Warszawa). Wszystkie
szczepy bakteryjne byly przechowywane w temperaturze -80°C w medium
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z dodatkiem glicerolu. Pierwszym etapem przygotowania kultur bakteryjnych
byt posiew redukcyjny na ptytki zawierajace agar M17 (BTL, L6dz, Poland),
dla bakterii z rodzaju Lactococcus, oraz ptytki z agarem MRS (BTL, Lodz,
Poland), dla bakterii z rodzaju Lactobacillus. Kolonie bakteryjne byty
inkubowane w 28°C w warunkach tlenowych (Lactococcus) lub beztlenowych
(Lactobacillus). Po 48 godzinach specyficzne dla bakterri kolonie (gtadkie,
matowe o kremowym zabarwieniu) zostaly przeniesione do ptynnego medium
M17 (Lactococcus) lub MRS (Lactobacillus). Po catonocnej inkubacji w 28°C
bakterie zostaly trzykrotnie przeptukane w PBS, a na koniec zawieszone
w $wiezej porcji PBS. Dla tak przygotowanych zawiesin bakterii zostata
zmierzona absorbancja przy dlugosci fali 595nm =z wykorzystaniem
Biophotometeru Plus (Eppendorf AG, Hamburg, German). Zebrane informacje
dotyczace absorbancji postuzyly do obliczenia liczby bakterii w jednym ml
wedlug wzoru:

Liczba bakterii/ml = 356879291.25*A - 3530244.37 (dla Lactococcus)
Liczba bakterii/ml = 383333333.33*A - 4666666.67 (dla Lactobacillus)
Gdzie A to absorbancja.

Powyzsze wzory =zostaly opracowane na podstawie funkcji zalezno$ci
absorbancji od liczby bakterii, ktora zostata opracowana do$wiadczalnie (figura
1 12). W tym celu dla kolejnych rozcienczen bakterii wykonano pomiar
absorbancji, a nastgpnie policzono liczbe bakterii metoda posiewu wglebnego.
Whyniki zestawiono w Excelu i wyprowadzono wzér dla funkcji liczby bakterii
od absorbanciji.

Przed stymulacja przygotowano zawiesing bakterii o koncentracji
2,5*%10°8 bakterii na 1 ml.
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Rys. 1. Wykres zalezno$ci absorbancji (OD600) od liczby bakterii Lactococcus.
Jtk — jednostki tworzgce kolonie
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Rys. 2. Wykres zaleznoéci absorbancji (OD600) od liczby bakterii
Lactobacillus. Jtk — jednostki tworzace kolonie
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3.1.3. Oznaczenie poziomu ekspresji receptoréw Toll-podobnych
w linii komdrkowej - RT-qPCR

W celu oceny zdolno$ci linii HD11 do rozpoznawania antygenow
wystepujacych u bakterii, sprawdzono ekspresje receptorow Toll-podobnych
(TLR1A, TLR1B, TLR2A, TLR2B, TLR3, TLR4, TLR5, TLR7, TLR15, TLR21)
wykorzystujac ilosciowa tancuchowa reakcje¢ polimerazy DNA poprzedzong
odwrotng transkrypcjg (RT-qPCR). W tym celu catkowite RNA, pochodzace z
niestymulowanej linii komoérkowej HD11, wyizolowane i oczyszczone przy
pomocy Universal RNA Purification Kit (EURx, Gdansk, Poland), zostato
przeksztatcone w ¢cDNA w procesie odwrotnej transkrypcji z wykorzystaniem
Maxima First Strand cDNA Synthesis kit (Thermo Scientific/Fermentas,
Vilnius, Lithuania). Nastgpnie przeprowadzona zostata reakcja qPCR,
przygotowana w objetosci 10uL. mieszaniny reakcyjnej zawierajacej: Sul
Maxima™ SYBR Green qgPCR Master Mix (Thermo Scientific/Fermentas,
Vilnius, Lithuania), 1uM starteréw forward i reverse oraz 140 ng wczesniej
przygotowanego cDNA. Dodatkowo sprawdzona zostata ekspresja genu
konstytutywnego: dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej (G6PDH) [Sevane i
wsp. 2014], ktora w dalszych etapach analiz byta wykorzystana do porownania
z ekspresjag TLR. Oligonukleotydowe sekwencje starteréw dla TLR (Tabela 1),
zostaly zaprojektowane w NCBI/Primer-BLAST [Ye i wsp. 2012], w taki
sposob, aby obejmowaty miejsce tgczenia dwoch egzonow. Reakcja qPCR
prowadzona byta w urzadzeniu LightCycler 480 System (Roche-Diagnostics,
Basel, Switzerland). Program termiczny sktadal si¢ z trzech etapow: (1)
wstepnej denaturacjii w 95°C przez 15 min, (2) 40-stu cykli amplifikacji
(denaturacja w 95°C przez 15 s, przylaczanie starterow w 58 Cprzez 20 s,
synteza nici komplementarnej w 72°'C przez 20s) oraz (3) stworzenie krzywej
topnienia. Fluorescencja byla mierzona na koncu kazdego etapu syntezy nici
komplementarnej. Krzywa topnienia zostala wygenerowana poprzez
podnoszenie temperatury z 65 C do 98'C i mierzeniu spadku fluorescencji
podczas denaturacji produktow reakcji. Poziom ekspresji genéw TLR i G6PDH
zostal zaprezentowany jako wynik rownania 40 — $rednie Ct.
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Tabela 1. Sekwencje starterow wykorzystanych do analizy TLR

Gen NCBI Gene ID Sekwencje starteréw (5'->3")
F: CACAGATCATGTTTGAGACCTT
ACTB L08165
R: CATCACAATACCAGTGGTACG
F: CGGGAACCAAATGCACTTCGT
G6PDH Al981686
R: GGCTGCCGTAGAGGTATGGGA
F: TCAATCCATAAAAGGTTGGACTTCT
TLR1A NM_001007488.4
R: AGGGATCCCATTATGTGTCTCA
F: CCGTGGAGTGATGTCCCAAA
TLR1B NM_001081709.3
R: CAAGGTGGAGGAGGGAGTTT
F: TTTGCGTTGCTGGAGCATAA
TLR2A NM_204278.1
R: AGCCAGTTCTCATCAGGCATA
F: CCTGAAGCCACAGACATTCC
TLR2B NM_001161650.1
R: ACTGTCAGCTCTTCCTTGGAG
F: CCCCTGAAAGAGTTTCACACA
TLR3 NM_001011691.3
R: TGGCTCAGTGAGAGGTTCTG
F: TGAAATCCCAAACACCACCC
TLR4 NM_001030693.1
R: TTGTATGGATGTGGCACCTTG
F: TCCACCTGCAGCAGATACAA
TLR5 NM_001024586.1
R: AGGAATTCTGGACCCACTCG
F: CACACCGGAAAATGGTACATCA
TLR7 NM_001011688.2
R: TTTGGGAAACCAACGTCCTG
F: CATTAGCGACAACGCCATCA
TLR15 NM_001037835.1
R: CAAATGCGGGTTACGGATGT
F: CACCTGACACAGCTGCATAC
TLR21 NM_001030558.1
R: GAACACCCCTTCAGCAAGTG

Sekwencje zostaty zaprojektowane dla gendw zdeponowanych w NCBI
z wykorzystaniem narze¢dzia PickPrimers
(https://www.ncbi.nIm.nih.gov/tools/primer-blast/).
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3.1.4. Stymulacja linii komorkowej, izolacja i ocena RNA

Do przygotowanej 16 godzin wcze$niej, hodowli HD11 na ptytkach
6-dotkowych, dodano 100ul na dolek jednej z czterech wcze$niej
przygotowanych zawiesin bakteryjnych w grupach eksperymentalnych oraz
100ul na dotek PBS dla grupy kontrolnej. Do$wiadczenie wykonano w trzech
powtdrzeniach biologicznych (trzy dotki na grupg). Po sze$ciu godzinach
inkubacji w 5% CO, i 41.5°C catkowite RNA zostalo wyizolowane
i oczyszczone przy pomocy Universal RNA Purification Kit (EURx, Gdansk,
Poland) oraz DNAzy (EURx, Gdansk, Poland), zgodnie z instrukcjg producenta.
Wszystkie proby RNA zostaty ocenione pod wzglgdem koncentracji i czystosci
z wykorzystaniem spektrofotometru NanoDrop 2000 (Thermo Scientific
Nanodrop Products, Wilmington, USA). Stopien degradacji zostal oceniony
poprzez naniesienie Sul proby na 1,5% zel agarozowy zawierajacy Sul
barwnika interkalujacego SimplySafe (EURx, Gdansk, Poland) na 100ml zelu.
Nastepnie przez 45 minut prowadzono elektroforeze, po ktérej wykonano
zdjecie zelu w G:BOX EF2 (Syngene, Leusden, Netherlands). Tylko proby,
w ktorych byly widoczne dwa wyrazne prazki wykorzystano do dalszych analiz.
Tak przygotowane proby zamrozono i przechowywano w -20°C przed
rozpoczgciem dalszych analiz.

3.1.5. Analiza transkryptomu linii komorkowej po stymulacji
probiotykami — calogenomowa mikromacierz ekspresyjna

W celu sprawdzenia jak stymulacja probiotykami wplyneta na
transkryptom linii HD11, wykonano analiz¢ z wykorzystaniem catogenomowej
mikromacierzy ekspresyjnej - Chicken Gene 1.1 ST Array Strip (Affymetrix,
Santa Clara, CA, USA). W pierwszym etapie, 100 ng catkowitego RNA zostato
przeksztatcone do jednoniciowego cDNA przy uzyciu Ambion WT Expression
Kit (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). Nastgpnie, jednoniciowe cDNA
zostato pocigte i wyznakowane przy pomocy GeneChip® WT Terminal
Labeling Kit (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). Na koniec, pocigte
i wyznakowane jednoniciowe cDNA poddano hybrydyzacji do Chicken Gene
1.1 ST Array Strip (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA) przez 20 godzin.
Mikromacierze zostaly wyptukane i przeskanowane za pomoca GeneAtlas®
System (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA).

Wyniki skanowania mikromacierzy, w postaci plikéw CEL, zostaty
wykorzystane do stworzenia HeatMap (Hierarchical Cluster Tree) oraz do
stworzenia listy genéw o zmienionej ekspresji (ang. DEG - differentially
expressed genes).
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W celu przygotowania HeatMap, pliki CEL zostaly najpierw
znormalizowane przy uzyciu funkcji ,,Gene Level-Default:RMA-Sketch”
w programie Expression Console (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA).
Znormalizowane dane zostaty nastepnie wyeksportowane do pliku tekstowego
z uzyciem opcji ,,Export Probe Set Results (pivot table) with Annotation to
TXT”. Z listy usuni¢gto geny o nieznanej nazwie. Tak przygotowany plik
zaimportowano do programu Multiexperiment Viewer version (MeV) 4.9
[Saeed i wsp. 2003]. Wygenerowano liste genow, ktorych ekspresja rozni sie
istotnie statystycznie miedzy grupami z uzyciem funkcji: ,,Significance Analysis
for Microarrays”. Statystycznie istotne wyniki zostaly nastepnie grupowane
przy wykorzystaniu funkcji: ,,Hierarchical Clustering” w celu wygenerowania
HeatMap.

Znormalizowane dane postuzyly, takze, do skonstruowania listy DEG
przy uzyciu programu Transcriptome Analysis Console v3.0 (Affymetrix, Santa
Clara, CA, USA) i funkcji ,,Gene Level Differential Expression Analysis”.
Program oszacowat istotno$¢ roznic pomiedzy grupg kontrolna, a kazda z grup
doswiadczalnych (P1, P2, P3, P4) dla danego genu. Za zmiany istotne
statystycznie uznano takie 0: p-value < 0.05 i FDR < 0.05. Z listy usunigto
geny o fold change (FC, z ang. krotno$¢ zmian) < 1.75 oraz >-1.75. Narzedzie
DAVID Gene Functional Classification Tool [Huang, Lempicki, i wsp. 2009]
[Huang, Sherman, i wsp. 2009] zostalo wykorzystane do selekcji gendw
zwigzanych z ukladem, dla ktorych sprawdzono w jakich szlakach
biologicznych biorg udziat. Do porownania list DEG dla wszystkich
eksperymentalnych grup, wykorzystano diagramy Venna wygenerowanych
w Venny [Oliveros 2007].

3.1.6. Walidacja wynikow mikromacierzy za pomoca RT-gPCR

W celu sprawdzenia wiarygodnos$ci wynikow z mikromacierzy, dla
5 gendow o podwyzszonej ekspresji (INHBA, TNFAIP6, ITGB3, HAS2, PRKCI)
i 5 o obnizonej (DPP7, MCM5, SLC1A6, FGL2, FUT7) przeprowadzono
reakcje RT-gPCR. Warunki reakcji i sktad mieszaniny reakcyjnej zostat opisany
w Rozdziale 3.1.4. Normalizacja poziomu ekspresji gendéw zostala
przeprowadzona z G6PDH jako genem referencyjnym. Wzgledna analiza
ekspresji zostala obliczona z uzyciem algorytmu ““Ct, dla ktorego wzrost
ekspresji genu docelowego jest liczony wedtlug formuty 27" [Livak
i Schmittgen 2001]. Do obliczenia istotnoséci réznic migdzy grupa kontrolna,
a grupg do$wiadczalng dla kazdego z genéw, wykorzystano test t-Studenta. Dla
wynikow z mikromacierzy i RT-qPCR obliczono wspotczynnik korelacji
w Microsoft Excel.
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Tabela 2. Sekwencje starteréw wykorzystanych do walidacji mikromacierzy

Gen NCBI Gene ID Sekwencje starteréw (5'->3")
F: CACAGATCATGTTTGAGACCTT

ACTE 108165 R: CATCACAATACCAGTGGTACG

F: CGGGAACCAAATGCACTTCGT
coPpH AI1981686 R: GGCTGCCGTAGAGGTATGGGA
INHBA NM_205396.1 F: TGCAGAATCAGGAACACCCA

R: TGACTTTTGTCCTGCTCCG
F: ATGGTTTTGTGGGCAGGTTC
R: TTGGAAGGCACGTCTATCGT
F: GTTCGGAGGAGGAGATGGAG
R: CGCAGATGTTACTCCCCCA
F: AGGCGATGTGCAGATTTTGA
R: TAGGACTGGCAGGCTCTTTC
F: AGGAGAAGATACGAGCTCACTG
R: CATTTGTATCCCTGGCGACC
F: TGTTCCTGAGCGGAGCTTAT
R: GGCAATCATGGTGAAGGCAT
F: ATGCCTACCATCCTGTCTCG
R: CCAACGTCATGTCTCGTTCC
F: GGCCATTATCATCTGGTACGC
R: TGAATGAGGAGCCCAACGAT
F: GCAGCCAAGCCCTGTTATTC
R: TTTCTGGGGTCAGGGGTAAC
R: TCCCTTTCACGGGAGCC
GCAGTTACCACTGCCTTCAC
Sekwencje zostaty zaprojektowane dla gendw zdeponowanych w NCBI
z wykorzystaniem narzedzia PickPrimers
(https://www.ncbi.nIm.nih.gov/tools/primer-blast/).

TNFAIP6 NM_001037837.2

ITGB3 NM_204315.1

HAS2 NM_204806.2

PRKCI NM_001031319.1

DPP7 XM_415570.5

MCM5 NM_001006243.1

SLC1A6 XM_004948655.2

FGL2 NM_001079486.1

FUT7 XM_015279614.1

3.2. TEST PRZENIKANIA PREBIOTYKOW I PROBIOTYKOW
PODANYCH IN OVO

3.2.1. Przygotowanie barwnika i probiotyku

Do symulacji przenikania prebiotyku przez blong podskorupowa
wykorzystano indygokarmin, ktéry zostat rozpuszczony w PBS w koncentracji
0,1g/ml. Do kazdego zarodka podano 0,2 ml tak przygotowanego roztworu.
Zawiesina bakterii L. lactis IBB477 zostata przygotowana zgodnie z opisem
w rozdziale: 3.1.2. w rozcienczeniu 5000 jtk/ml, ktérego podano 0,2 ml na
jeden zarodek (1000 jtk/jajo).
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3.2.2. Iniekcjain ovo

Do jaj w dwunastej dobie rozwoju embrionalnego, za pomocg
insulinbwki, podano do komory powietrznej 200ul roztworu barwnika lub
zawiesiny bakterii. Otwor powstaty po iniekcji zaklejono klejem spozywczym.
Jaja ponownie inkubowano w 38°C przy wilgotnosci 65-70%. Doswiadczenie
zwigzane z przenikaniem prebiotyku i probiotyku, przeprowadzono w trzech
powodrzeniach biologicznych, w ktorych tacznie wykorzystano 48 jaj.

3.2.3. Ocena przenikania barwnika z komory powietrznej do
wnetrza jaja

W kolejnych dniach po iniekcji (od 1-szego do 7-go) rozcinano jaja
wzdluz krotkiej osi, tak aby nie uszkodzi¢ komory powietrznej. Zarodek po
wyjeciu ze skorupy byl poddany dekapitacji. Nastgpnie na bialym papierze
rozktadano fragment btony kosmoéwkowej stykajacej si¢ z komorg powietrzna.
Fotografowano tak przygotowane czgSci jaja, aby sprawdzi¢ do jakich struktur
przeniknat barwnik danego dnia.

3.2.4. Wykrywanie bakterii w blonie podskorupowej, plynie
owodniowym i przewodzie pokarmowym

Jaja 1 zarodki traktowane byly jak opisano w Rozdziale 3.2.3. Do
dalszych analiz pobierano 1ml ptynu owodniowego, fragment blony
podskorupowej tworzacej komor¢ powietrzng oraz fragment blony
kosmowkowej. Pozyskany material biologiczny byl umieszczany w Sml ptynnej
pozywki M17 zawierajacej tetracykling. Zastosowane medium jest selektywnie
namnazajgce dla bakterii z rodzaju Lactococcus, ponadto szczep IBB477 jest
oporny na tetracykling, przez co ewentualny wzrost bakterii w medium byt
spowodowany jedynie podanym probiotykiem. W 20-stej dobie rozwoju
embrionalnego pobrano dodatkowo fragmenty jelit. Podloza z probkami
inkubowano w warunkach tlenowych w temperaturze 28°C. Obecno$¢ bakterii
w danej probce oznaczalo zmetnienie medium spowodowane przez wzrost
bakterii. Dla prob, w ktorych zaobserwowano zmetnienie, przeprowadzono
posiew redukcyjny eza na podtoze state M 17, ktére nastepnie inkubowano przez
48 godzin. W ten sposob otrzymano pojedyncze kolonie, dzigki czemu mozna
byto oceni¢, czy w probee znajduja sie tylko bakterie z rodzaju Lactococcus.
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3.3. OCENA WPLYWU PREBIOTYKOW I SYNBIOTYKOW
PODANYCH IN OVO NA TRANSKRYPTOM KURY

3.3.1. Iniekcja in ovo prebiotyku i synbiotyku

Jaja wylegowe w ilosci 300 (30 jaj na grupg) pochodzity od 32-
tygodniowych kur. W doswiadczeniu natozono tacznie 9000 jaj. W dwunastej
dobie jaja zostaly przeswietlone, jaja z zamartymi zarodkami zostaly odrzucone,
a pozostate jaja podzielono losowo na 5 grup.Wszystkie jaja wykorzystane
w do$wiadczeniu pochodzily z tej samej farmy i miaty podobng wage — okoto
60g. Inkubacja jaj byla prowadzona przez P.D. Drobex Sp. z o0.0. w Solcu
Kujawskim w automatycznym inkubatorze w 37.8°C i wzglednej wilgotno$ci
61%-63%. W czasie inkubacji jaja byly §wietlone zgdonie z procedurg firmy
Drobex. W dwunastej dobie rozwoju embrionalnego do komory powietrznej jaj
(Ross 308) za pomoca automatycznego systemu do iniekcji podano 200ul
roztworu zawierajacego substancje bioaktywne. Uktad grup do$wiadczalnych
oraz zastosowane prebiotyki i synbiotyki przedstawiono w Tabeli 3.
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Tabela 3. Uktad grup do$wiadczalnych w doswiadczeniu in ovo

nr Nazwa grupy Symbol Substancja Dawka
grupy
1| Sruea K PBS
kontrolna

2 Prebiotyk 1 P1 Inulina 1,76 mg

3 Prebiotyk 2 P2 GOS 0,528 mg
Inulina + L lactis

4 Synbiotyk 1 S1 subsp. lactis 1,76 mg +1000jtk
IBB2955
GOS + L lactis

5 Synbiotyk 2 S2 subsp. cremoris 0,528 mg +1000jtk
IBB477

Inulina (Sigma-Aldrich GmbH, Schnelldorf, Germany), GOS (Clasado
Biosciences Ltd., Jersey, UK), jtk — jednostki tworzace kolonie

Prebiotyki byly rozpuszczone w PBS, natomiast bakterie byty
przygotowane wedtug punktu: 3.1.2. Przygotowanie probiotykéw do stymulacji
linii komérkowej.
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3.3.2. Odchéw i pobieranie préb

Po wykluciu piskleta zostaly poddane seksowaniu, a nast¢gpnie wybrano
tacznie 3 325 kogutkéw Ross 308 o masie okoto 42g do dalszego odchowu.
Ptaki utrzymywano na $cidtce i zywiono ad libitum zgodnie z trzy-fazowym
programem zywienia dla broilerow Ross. Zwierzeta byly karmione
standardowymi paszami handlowymi otrzymanymi z Agrocentrum (Kaleczyn):
starter (dzien 1 do 14), grower (dzien 15 do 30) i finiszer (dzien 31 do 34).
Szczegotowy sktad pasz przedstawiono w Tabeli 3. W 1-szym, 14-stym i 35-
tym dniu zycia pobrano od pieciu osobnikow z kazdej grupy: $ledziong,
migdatki jelit slepych i fragment jelita grubego. Probki natychmiast zamrozono
w cieklym azocie, a nastepnie przechowywano w -80°C. Wszystkie procedury
stosowane w doswiadczeniu zostaly zatwierdzone przez lokalng komisje
etyczng (Nr 22/2012. 21.06.2012) i byly zgodne z zaleceniami w zakresie
dobrostanu zwierzat w Unii Europejskiej (dyrektywa 86/609/EEC).
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Tabela 4. Sktadniki paszy w gramach na kg mieszanki

Starter Grower Finiszer

1do14d |15do30d |31do34d
Sktadnik
Pszenica 267.3 291.9 306.6
Kukurydza 300.0 300.0 300.0
Sruta sojowa 325.0 282.0 253.3
Rzepak 50.0 60.0 70.0
Olej sojowy 21.0 13.3 18.0
Smalec - 20.0 25.0
Sal 3.0 3.0 2.8
Wapien 10.9 9.5 8.5
Fosforan monokapniowy 115 9.4 6.3
DL-Metionina 99 25 1.8 1.3
L-lizyna 78 3.2 3.2 2.7
L-treonina 0.6 0.9 0.5
Premiks witaminowo-mineralny* 5.0 5.0 5.0
Obliczony poziom sktadnikow odzywczych?
AME, kcal/kg 2,980 3,100 3,200
CpP 220.0 205.0 195.0
Ttuszcz surowy 60.9 77.0 90.4
Lizyna 135 125 11.5
Metionina + cysteina 9.5 8.5 7.8
Wapn 9.0 8.0 7.0
Dostepny P 4.0 3.5 2.8
Na 1.4 1.4 1.3

1Suplementacja na 1kg paszy: witamina A 12,500 IU, witamina D; 4,500 IU,
witamina E 45 mg, witamina K; 3 mg, witamina B; 3 mg, witamina B, 6 mg,
witamina Bg 4 mg, kwas pantotenowy 14 mg, kwas nikotynowy 50 mg, kwas
foliowy 1.75mg, cholina 1.6 g, witamina By, 0.02 mg, biotyna 0.2 mg, Fe
50 mg, Mn 120 mg, Zn 100 mg, Cu 15mg, I 1.2 mg, Se 0.3 mg, fitaza 500
FTU, diklazuril 1 mg (tylko w mieszance starter i grower).

2 Oszacowanie na podstawie polskich tabel analizy pasz (Zalecenia zywieniowe
i warto$¢ pokarmowa pasz - normy zywienia drobiu, pod red. S. Smulikowskiej
i A. Rutkowskiego. Wyd. IV zmien.i uzupel. IFiZZ PAN, Jablonna, 2005.
S.Smulikowska — red. catosci opracowania).
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3.3.3. Analizy molekularne

3.3.3.1. Analiza Punku czasowego — RT-qPCR

W celu sprawdzenia w jaki sposob zmienia si¢ ekspresja genow
zwigzanych z ukfadem immunologiczny po podaniu in ovo prebiotykéw
i synbiotykow, a takze wytypowaniu punktu czasowego do wykonania
mikromacierzy ekspresyjnej, zostala przeprowadzona analiza ekspresji genow
metodg RT-gPCR zgodnie z punktem: 3.1.6. Analizy przeprowadzono dla
pigciu osobnikéw z grup P1, S1 i grupy kontrolnej w kazdym z trech punktéw
czasowych (dzien 1, dzien 14, dzien 35) dla kazdej z dwoch tkanek (migdatki
jelit §lepych, §ledziona). Analizie ekspresji poddano panel genow zwiazany
z uktadem immunologicznym: IL-4, IL-6, IL-8, 1L-12p40, IL-18, CD80, IFN-B
i IFN-y (sekwencja starteréw zgodnie ze Stawinska i wsp., 2014).

3.3.3.2. Catogenomowa mikromacierz ekspresyjna

W celu oceny zmian w transkryptomie dorostych kurczat broilerow we
wszystkich grupach do$wiadczalnych (P1, P2, S1, S2, K) wykonana zostata
calogenomowa mikromacierz ekspresyjna, zgodnie z punktem: 3.1.5. Analizie
poddano trzy tkanki (migdatki jelit Slepych, $ledziona, jelito grube) pobrane
w 35 dniu zycia od 5 osobnikow dla kazdej z pigciu grup doswiadczalnych (P1,
P2, S1, S2, K).
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3.3.3.3. Analiza wynikdw mikromacierzy

Dla P2 w migdatkach jelit $lepych, uzyskane annotacje w programie
DAVID, zostaly skategoryzowane za pomocg narzgdzie CateGOrizer
(https://www.animalgenome.org/bioinfo/tools/countgo/). Analiza ta zostata
przeprowadzona tylko w obrebie jednej grupy ze wzlgdu na wymagania
metodyczne oprogramowania zwigzane z liczbg genow.

3.3.3.4. Walidacja wynikéw mikromacierzy przy pomocy RT-gPCR

W celu potwierdzenia wiarygodno$ci wynikdw z mikromacierzy
ekspresyjnej, zostata sprawdzona ekspresja 10 genow (SLC6A18, CD1B,
LGALS3, PAPOLA, SYK, TLR7, NFATC1, CD36, GP9, SERPINB12) za
pomoca RT-qPCR, zgodnie z punktem: 3.1.6. Sekwencje starteréw stosowane
w reakcji RT-qPCR sa podane w Tabeli 3. Walidacje wynikow mikromacierzy
przeprowadzono w $ledzionie i migdatkach jelit $lepych z grupy P2. Analizy
byty wykonane dla pieciu powtdrzen biologicznych.
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Tabela 5. Sekwencje starteréw wykorzystanych do walidacji mikromacierzy

Gen NCBI Gene ID Sekwencje starteréw (5'->3")
ACTS LOBISS | CATCACAATACCAGTGOTACS
COPDH | ASBIOS |l el TAGAGGTATOG0A
SLCGALS | XMLODIBOTST.2 |5 G AT a7 CCTAGAGCAA
CDIE | NMLODWOZSE2L |—f P AGTGCAGCTOOCTTAG
LGALS3 | NM_00L302800. |00 ST ARAACCTOTTGOGA
PAPOLA | NM_OLIOBE0L1 |5~ rCrrCARCAGOOCTOA
YK || NMLO01031430 | e SR eTG006.
TLRT | NMLODI0LI6E82 | A S CARCGTCCTG
NFATCL | XML_ODSIS061 | o A oo TTTACTA066CT
C% | NM_OOIOTLL | e T e AGACAGGARAT
oPy | Ml | CaeTTEGTTTC
SERPINBI2 |  XM4143143 | con G2 CCncn

Sekwencje zostaty zaprojektowane dla genow zdeponowanych w NCBI
z wykorzystaniem narzedzia PickPrimers
(https://www.ncbi.nIm.nih.gov/tools/primer-blast/).
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4. WYNIKI

4.1. OCENA WELASCIWOSCI IMMUNOSTYMULUJACYCH
BAKTERII NA MODELU IN VITRO

4.1.1. Charakterystyka receptorow linii komérkowej HD11

W celu sprawdzenia przydatnosci linii komérkowej HD11, jako
modelu in vitro, do oceny wlasciwosci immunostymulujagcych probiotykow,
oznaczony zostal poziom ekspresji receptorow Toll-podobnych. Analizy
wykazaly zmiany w ekspresji wszystkich znanych kurzych TLR (Rys. 3).
Wyzsze stupki na wykresie oznaczaja wyzsza ekspresje danego genu.
Dodatkowo uwzgledniona zostata ekspresja genu dehydrogenazy glukozo-6-
fosforanowej (gen o statej ekspresji, uzywany jako gen referencyjny w qPCR).
Najwyzszy poziom ekspresji zaobserwowano dla gendw: TLR2A, TLR5, TLR15,
TLR7, TLR1B, a najnizszy dla: TLR1B, TLR4 i TLR3.
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Rys. 3. Poziom ekspresji receptoréw Toll-podobnych (TLR1A, TLR1B, TLR2A,
TLR2B, TLR3, TLR4, TLR5, TLR7, TLR15, TLR21) w linii komoérkowej HD11.
Reakcja RT-qPCR zostata przeprowadzona z uzyciem Maxima First Strand
cDNA Synthesis kit oraz Maxima™ SYBR Green gPCR Master Mix
w termocyklerze LightCycler 480 System. Wynik przedstawiono jako 40-Ct
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4.1.2. Tlosciowa charakterystyka zmian w transkryptomie linii
HD11

Po stymulacji linii komérkowej HD11 probiotykami, ekspresja wielu
genow ulegla zmianie (Rys. 4). Najwicksze zmiany w ekspresji gendéw
zaobserwowano dla trzech grup do$wiadczalnych: P1 (Lactococcus lactis
subsp. cremoris IBB 477), P2 (Lactococcus lactis subsp. lactis IBB 2955) i P4
(Lactobacillus salivarius IBB 3154). We wszystkich tych grupach odnotowano
wzrost eskpresji okoto 1000 gendw i obnizenie ekspresji dla okoto 1700 gendw.
W grupie P3 (Lactobacillus Plantarum IBB 3036) wptyw bakterii na eskpresje
genow byt stabszy: 279 gendw miato podwyzszong a 232 obnizong ekspresje.

2000
= 1500
NS
c
)
s 1000 = wzrost ekspresji
g 500 B obnizenie ekspresji

P1 P2 P3 P4
Grupa

Rys. 4. Liczba gendéw o zmienionej ekspresji w linii komérkowej HD11 po
stymulacji probiotykami. Dane zostaly wygenerowane przy uzyciu GeneChip
1.1 ST microarray (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA) z uwzglednieniem
P<0,05 i -2>FC>2. P1 - Lactococcus lactis subsp. cremoris IBB 477, P2 -
Lactococcus lactis subsp. lactis IBB 2955, P3 - Lactobacillus Plantarum IBB
3036, P4 - Lactobacillus salivarius I1BB 3154

Hierarchicznie zgrupowane geny w postaci HeatMap zostaty
przedstawione na Rys. 5. Proby z grup do$wiadczalnych P1, P2 i P4 zostaty
zgrupowane razem, poniewaz charakteryzuja si¢ podobnymi wzorcami ekspresji
genow. We wszystkich trzech grupach jest wiecej genow o podwyzszonej
ekspresji, a mniej o obnizonej ekspresji. Proby z grupy P3 zostaly zgrupowane
razem z probami z grupy kontrolnej, gdyz mimo iz zmianie ekspresji uleglo
wiele genow, to sita tych zmian byta wielokrotnie mniejsza w stosunku do prob
z grup P1, P2 i P4. Wskazuje to na duze podobienstwo we wzorcach ekspresji
genoéw po stymulacji prebiotykami dla grup P1, P2 i P4 i roznym wzorcem
ekspresji w grupie P3.
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Rys. 5. Heat Map - hierarchicznie zgrupowane sygnatur ekspresji genow w linii
komérek HD11 po stymulacji bakteriami probiotycznymi. Do budowy heat map
wykorzystano Multiexperiment Viewer w wersji 4.9 (MeV). Linia komorkowa
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HDI11 zostata stymulowana in vitro bakteriami probiotycznymi: Lactococcus
lactis subsp. cremoris IBB 477 (P1), Lactococcus lactis subsp. lactis IBB 2955
(P2), Lactobacillus plantarum IBB 3036 (P3) lub Lactobacillus salivarius IBB
3154 (P4). Ekspresja genow zostala oznaczona za pomocg mikromacierzy
GeneChip 1.1 ST (Affymetrix, Santa Clara, Kalifornia, USA) z uwzglednieniem
P<0,05i -2>FC>2

4.1.3. Funkcjonalna analiza zmian w transkryptomie linii HD11

W kazdej grupie doswiadczalnej zaobserwowano geny o zmienionej
ekspresji wiasciwe tylko dla danej grupy doswiadczalnej (Rys. 6). W grupach
P1, P2 i P4 liczba genéw o zmienionej ekspresji wtasciwych dla grupy wynosita
odpowiednio 208, 160, 199. Liczba gendw specificznych dla grupy wynosi 208
dla P1, 160 dla P2 i 199 dla P4. Natomiast w grupie P3 odnotowano jedynie 13
gendw specyficznych. 1696 gendéw o zmienionej ekspresji jest wspdlna dla
grup P1, P2 i P4. 467 genow o zmienionej ekspresji bylo wspdlnych dla
wszystkich czterech grup doswiadczalnych.

P2 P3

Rys. 6. Diagramy Venna przedstawiajace geny o zmienionej ekspresji wspolne
i specyficzne w obrebie grup. Linia komérkowa HD11 zostata stymulowana in
vitro bakteriami probiotycznymi: Lactococcus lactis subsp. cremoris IBB 477
(P1), Lactococcus lactis subsp. lactis IBB 2955 (P2), Lactobacillus plantarum
IBB 3036 (P3) lub Lactobacillus salivarius IBB 3154 (P4). Ekspresja genow
zostata oznaczona za pomocg mikromacierzy GeneChip 1.1 ST (Affymetrix,
Santa Clara, Kalifornia, USA) z uwzglednieniem P<0,05 i -2>FC>2. Diagramy
skonstruowano za pomocg Venny 2.1 (http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/)
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Kolejny etapem analiz bylo pogrupowanie genéw 0 zmienionej
ekspresji (DEG) w zaleznosci od procesow biologicznych w jakich biorg
udziat. Wygenerowane annotacje GO procesow biologicznych zostaty
zaprezentowane w Tabeli 5.  Procesy wspoélne dla wszysktich grup
doswiadczalnych to: reakcja na bodziec, regulacja biologiczna, lokomocja,
procesy uktadu immunologicznego. Dla grupy P1 i P4 wspolne s3: procesy
metaboliczne i apoptoza. Dla grupy P1 i P2 wzrost. Procesy komorkowe sa
specyficzne dla grupy P1, procesy wielopoziomowe oraz procesy organizméw
wielokomérkowych dla grupy P3, a procesy komérkowe dla grupy P4. Procesy
biologiczne o najwigkszej istotnosci statystycznej w grupie P1 to: reakcja na
bodziec, procesy metaboliczne, regulacja biologiczna; w grupie P2: procesy
metaboliczne, reakcja na bodziec, regulacja biologiczna; w grupie P3: procesy
uktadu immunologicznego, regulacja biologiczna, reakcja na bodziec; w grupie
P4: procesy metaboliczne, reakcja na bodziec, lokomocja.
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Tabela 6. Procesy biologiczne o zmienionej ekspresji dla linii komérkowej

HD11 po stymulacji probiotykami

Proces biologiczny Liczba | % P-Value
P1

G0:0050896~reakcja ha bodziec 165 7.14 | 0.000065
G0:0008152~procesy metaboliczne 618 26.75 | 0.000077
GO0:0065007~regulacja biologiczna 460 19.91|0.002518
G0:0040011~lokomocja 33 1.43 | 0.009966
G0:0002376~procesy uktadu immunologicznego 60 2.60 |0.021401
G0:0016265~apoptoza 30 1.30 |0.025874
G0:0009987~ procesy komorkowe 699 30.26 | 0.049195
G0:0040007~wzrost 18 0.78 |0.063835
P2

GO0:0008152~procesy metaboliczne 570 26.89 | 0.000037
G0:0050896~reakcja na bodziec 153 7.22 |0.000061
GO0:0065007~regulacja biologiczna 417 19.67|0.007407
G0:0016265~apoptoza 29 1.37 [0.014434
G0:0040011~lokomocja 30 1.42 |0.016044
G0:0002376~procesy uktadu immunologicznego 54 2.55 |0.038482
G0:0040007~wzrost 17 0.80 |0.057421
P3

G0:0002376~procesy uktadu immunologicznego 28 6.51 |0.000001
G0:0065007~regulacja biologiczna 120 27.910.000014
G0:0050896~reakcja na bodziec 49 11.40|0.000023
G0:0040011~lokomocja 15 3.49 |0.000145

42




GO0:0051704~procesy wielopoziomowe 8 1.86 |0.040509
G0:0032501~procesy organizmow wielokomorkowych | 47 10.93(0.094143
P4

G0:0008152~procesy metaboliczne 595 26.53 | 0.000266
G0:0050896~reakcja na bodziec 155 6.91 |0.000550
G0:0040011~lokomocja 34 1.52 |0.003274
GO0:0065007~regulacja biologiczna 437 19.480.015220
G0:0002376~procesy uktadu immunologicznego 58 2.59 |0.024935
G0:0009987~procesy komorkowe 681 30.36 | 0.029003
G0:0016265~apoptoza 28 1.25 |0.049100

Procesy biologiczne zostalty wygenerowane przy uzyciu narzedzia DAVID
(https://david.ncifcrf.gov/home.jsp) na podstawie DEG po stymulacji linii
komorkowej HD11 przez: Lactococcus lactis subsp. cremoris IBB 477 (P1),
Lactococcus lactis subsp. lactis IBB 2955 (P2), Lactobacillus Plantarum IBB
3036 (P3), Lactobacillus salivarius IBB 3154 (P4). Liczba - liczba DEG
wchodzaca w dany proces biologiczny, % - procent jaki stanowig DEG danego
procesu biologicznego w odniesieniu do wszystkicg DEG w danej grupie,
P-Value — istotno$¢ statystyczna wystgpienia zmian w danym procesie biologicznym.

We wszystkich grupach doswiadczalnych stymulacja bakteriami
probiotycznymi wptyneta istotnie na te same szlaki (interakcje receptor
cytokiny-cytokina, szlak sygnalowy receptora Toll-podobnego, szlak
sygnatowy Jak-STAT, apoptoza, jelitowa sie¢ odporno$ciowa do produkcji
przeciwciat IgA, szlak sygnatowy receptora NOD-podobnego, cytozolowy szlak
wykrywania DNA, cytoksyczno$¢ zalezna od komorek NK) zwigzane
z uktadem immunologicznym (Rys. 7). W grupach P1 i P2 bakterie dodatkowo
wplynely na szlak sygnalowy MAPK, a w grupie P4 na "regulacje
cytoszkieletu aktynowego". Szlakami, dla ktérych wptyw bakterii jest
najbardziej istotny statystycznie sg: szlak sygnalowy receptora Toll-podobnego
i interakcje receptor cytokiny-cytokina.
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Rys. 7. Szlaki dla DEG zwigzanych z systemem immunologicznym. Szlaki
zostaly wygenerowane przy uzyciu narzg¢dzia DAVID
(https://david.ncifcrf.gov/home.jsp). Analizie zostaly poddane tylko DEG
zwigzane z systemem immunologicznym dla wszystkich grup doswiadczalnych:
Lactococcus lactis subsp. cremoris IBB 477 (P1), Lactococcus lactis subsp.
lactis IBB 2955 (P2), Lactobacillus Plantarum IBB 3036 (P3), Lactobacillus
salivarius IBB 3154 (P4)

Tabele 7 i 8 prezentuja dziesig¢ genow o najbardziej zwickszonej
i dziesig¢ gendw o najbardziej zmniejszonej ekspresji w  kazdej
z eksperymentalnych grup. Geny o zwigkszonej ekspresji wspolne dla
wszystkich grup to: INHBA, K123, TNFAIP6; wspolne dla P1, P2 i P4: IL12B,
LOC770026, LIF, CCL20, IL6, PTGS2; wspdlne dla P1, P3 i P4: MMPL,;
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wspdlne dla P2 i P3: MMP9; specyficzne tylko dla P3: IL8L1, CCL4, CMBL,

CYP3AT.

Geny o zmniejszonej ekspresji wspdlne dla wszystkich grup to: LTB4R, GPR34,
FGL2, CCR5, FUT7; wspolne dla P1, P2 i P4: C50RF13, PTPN6, GPR65;
wspoélne dla P1 i P3: BLNK; wspoélne dla P1, P2 i P3: PARVG,; specyficzne dla
P2: TLR7; specyficzne dla P3: DNASE2B TSPAN15, KCTD12; specyficzne dla
P4: P2RY8, CCR2.
DEG w grupie P3 charakteryzuja si¢ mniejszymi zmianami FC w poréwnaniu
z innymi grupami do§wiadczalnymi.

Tabela 7. DEG o najsilniej zwigkszonej ekspres;ji

P1 P2 P3 P4

Gen FC Gen FC Gen FC Gen FC
INHBA 156.94 | INHBA 142.74 | TNFAIP6 | 26.63 | INHBA 140.74
IL12B 137.59 | LOC770026 | 126.27 | INHBA |18.05 |LOC770026|124.75
LOC770026 | 121.56 |LIF 96.61 |IL8L1 14.89 |IL12B 111.84
LIF 107.84 | IL12B 91.45 |CCL4 12.17 |LIF 108.3
CCL20 102.16 | K123 82.55 | MMP9 12,11 |IL6 92.72
K123 92.16 | TNFAIP6 63.5 CMBL 12.02 | K123 92.11
IL6 83.91 |CCL20 60.13 | MMP1 11.94 |CCL20 87.03
MMP1 74.64 |IL6 57.96 | K123 10.79 | TNFAIP6 79.75
TNFAIP6 73.93 |PTGS2 57.16 | MMP9 10.67 | PTGS2 71.27
PTGS2 66.47 | MMP9 56.91 |CYP3A7 |10.61 |MMP1 57.41
Linia komoérkowa HDI11 zostata stymulowana in vitro bakteriami

probiotycznymi: Lactococcus lactis subsp. cremoris IBB 477 (P1), Lactococcus
lactis subsp. lactis IBB 2955 (P2), Lactobacillus plantarum IBB 3036 (P3) lub
Lactobacillus salivarius IBB 3154 (P4). Ekspresja genéw zostata oznaczona za
pomocg mikromacierzy GeneChip 1.1 ST (Affymetrix, Santa Clara, Kalifornia,
USA) z uwzglgdnieniem P<0,05 i -2>FC>2.
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Tabela 8. DEG o najsilniej zmniejszonej ekspresji

P1 P2 P3 P4

Gen FC Gen FC Gen FC Gen FC
FUT7 -48.61 FUT7 -45.94 GPR34 -11.91 | GPR65 -46.9
GPR65 -39.67 | GPR65 -35.18 |FGL2 -9.82 |FUT7 -37.92
PTPNG6 -27.74 PTPNG6 -29.8 FUT7 -8.65 PTPNG6 -24.88
CCR5 -19.87 |FGL2 -20.89 |CCR5 -8.06 |C50RF13|-21.35
C50RF13 |-19.56 TLR7 -19.67 LTB4R -6.24 GPR34 -20.03
FGL2 -19 C50RF13 |-18.04 |KCTD12 -5.99 | CCR2 -18.02
GPR34 -16.33 | GPR34 -17.96 |PARVG -473 |FGL2 -16.31
PARVG -15.83 |CCR5 -17.82 | BLNK -4.68 | P2RY8 -16.24
LTB4R -15.06 |PARVG |-17.19 |TSPAN15 |-4.64 |CCR5 -16.16
BLNK -14.81 |LTB4R -16.83 |DNASE2B |-4.27 |LTB4R -16.02

Linia komorkowa HDI1 zostala stymulowana in vitro bakteriami
probiotycznymi: Lactococcus lactis subsp. cremoris IBB 477 (P1), Lactococcus
lactis subsp. lactis IBB 2955 (P2), Lactobacillus plantarum 1BB 3036 (P3) lub
Lactobacillus salivarius IBB 3154 (P4). Ekspresja genow zostata oznaczona za
pomocag mikromacierzy GeneChip 1.1 ST (Affymetrix, Santa Clara, Kalifornia,
USA) z uwzglgdnieniem P<0,05 i -2>FC>2.

W celu potwierdzenia wynikdw z catogenomowej mikromacierzy
ekspresyjnej, dla dziesieciu gendéw o zrdéznicowanej ekspresji (INHBA,
TNFAIP6, ITGB3, HAS2, PRKCI, DPP7, MCM5, SLC1A6, FGL2, FUT7),
przeprowadzono reakcje RT-qPCR. Zestawienie wynikow przedstawiono na
Rysunku 8 w postaci wykresu zalezno$¢i wynikow mikromacierzy od wynikow
RT-qPCR. Obliczono takze wspotczynnik korelacji, ktory wynosi 0.79
(R?=0.63). Wartos¢ ta oznacza silng korelacje miedzy wynikami obydwu analiz.
Ponadto, gdy usuniemy wyniki dla jednego, najbardziej odstajacego od linii
trendu genu (FUTTY), to wspotczynnik korelacji wzrosnie do 0.98.
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Rys. 8. Poréwnanie wynikéw mikromacierzy i RTgPCR linii komérkowej
HD11 stymulowanej probiotykiem 1. Dane mikromacierzowe zostaty
wygenerowane z uzyciem Microarray GeneChip 1.1 ST (Affymetrix, Santa
Clara, CA, USA); Wyniki RT-qPCR zostaly uzyskane w wyniku amplifikacji
starterOw zaprojektowanych dla danych gendéw z uzyciem barwnika SYBR
green; Glucozo-6-fosfato dehydrogenaza (G6PDH) i beta-actyna (ACTB)
zostaly wykorzystane jako geny referencyjne; wzgledna ekspresja genow
zostata obliczona metodg 27*“'; test t-Studentta zostat uzyty do poréwnania
grupy kontrolnej i1 do$wiadczalnej; Wyniki FC mniejsze od 1 zostaly
przeksztatcone wedlug wzoru -1/FC; FC - Fold Change, analizy zostaly
wykonane dla linii komérkowej HD11 stymulowanej przez Lactococcus lactis
subsp. cremoris IBB 477 (P1)

4.2. TEST PRZENIKANIA BARWNIKA | BAKTERII
PROBIOTYCZNYCH

Bezposrednio po podaniu in ovo indygokarminu (niebieski barwnik
spozywczy, ktory w doswiadczeniu ma imitowa¢ migracje prebiotyku)
w dwunastej dobie rozwoju embrionalnego do komory powietrznej jaja, nie
zaobserwowano jego dyfuzji do wnetrza jaja. Barwnik pozostal w komorze
powietrznej, mimo iz btona podskorupowa jest potprzepuszczalna, gdyz
zawiera pory utworzone przez wiokna fibrynogenu. W ciggu kolejnych dwdch
dni po injekcji in ovo zaobserwowano nieznaczne przenikanie barwnika miedzy
zewnetrzng, a wewnetrzng btong podskorupowsg (Rys. 9A). W trzeciej dobie po
iniekcji, indygokarmin zaobserwowano w blonie kosmowkowej znajdujacej sie
pod komorg powietrzng (Rys. 9B). W sz0stej dobie po iniekcji barwnik nadal
byl widoczny tylko w komorze powietrznej i blonie kosméwkowej znajdujace;j
si¢ pod komorg powietrzng (Rys. 9C). W széstej dobie sprawdzono takze
obecnos¢ barwnika w przewodzie pokarmowym, lecz go nie zaobserwowano.
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Rys. 9. Zdjecie blony kosmoéwkowej po podaniu barwnika: A) po 1 dniu od
iniekcji, B) po 3 dniach od iniekcji, C) po 6 dniach od iniekcji
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Po podaniu probiotyku in ovo, przez pierwsze szes¢ dni od iniekcji
bakterie byly wykrywalne tylko w komorze powietrznej. W okresie od 12-18
dnia inkubacji jaj, bakterie probiotyczne nie zdotaty przenikna¢ przez blong
podskorupowa. W siddmym dniu po iniekcji, czyli w dziewigtnastej dobie
rozwoju embrionalnego, bakterie zostaty wykryte w ptynie owodniowym, lecz
tylko w jajach, w ktorych zarodek przebit komore powietrzng. W dwudziestym
dniu rozwoju embrionalnego bakterie wykryto we fragmentach jelit zarodka.

4.3. WPLYW PREBIOTYKU I SYNBIOTYKU, PODANEGO
IN OVO, NA EKSPRESJE GENOW ZWIAZANYCH
Z UKLADEM IMMUNOLOGICZNYM W CZASIE
ROZWOJU OSOBNICZEGO KURCZAT BROILEROW

Wzgledna analiza ekspresji dotyczyta panelu gendéw zwigzanych
z uktadem immunologicznym (IL-4, IL-6, IL-8, IL-12p40, IL-18, CD80, IFN-5
and IFN-y). Analizie poddano dwie tkanki: migdatki jelit $lepych (Rys. 10) oraz
$ledziony (Rys. 11) broileréw, ktérym podano in ovo probiotyk (P1: inulina) lub
synbiotyk (S1: inulina + Lactococcus lactis subsp. lactis IBB 2955), a nastepnie
w 1., 14. i 35. dniu zycia pobrano tkanki do analiz. Dla IL-4, IL-6, IL-12p40, IL-
18, CD80 i |IFN-y zaobserwowano spadek ekspresji gendéw wraz
z wiekiem kurczat, przy czym zalezno$¢ ta jest silniejsza w $ledzionie niz
w migdatkach jelit §lepych. Wptyw obu substancji bioaktywnych: prebiotyku
i synbiotyku jest podobny. Najwickszy spadek ekspresji zaobserwowano dla
IL-4, IL-6 w migdatkach jelit slepych dla prebiotyku i synbiotyku oraz dla
IL-12p40, IL-18, CD80 dla prebiotyku w 35-tym dniu zycia. Sposrod
zaobserwowanych  zmian istotne statystycznie sg tylko wyniki dla IL-4,
IL-12p40, 1L-18, CD80. W sledzionie odnotowano najwieksze spadki ekspresji
dla wszystkich badanych genéw, przy czym byly one juz silnie zaznaczone
w 14. dniu. Statystycznie instotne wyniki uzyskano dla IL-12p40 w 35. dniu po
podaniu prebiotyku.
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Rys. 10. Wgzgledna ekspresja panelu gendéw zwigzanych z ukladem

immunologicznym (IL-4, IL-6, IL-8, IL-12p40, IL-18, CD80, IFN-B i IFN-y)
w migdatkach jelit §lepych broilerow po iniekcji probiotykiem (inulina) lub
synbiotykiem (inulina + Lactococcus lactis subsp. lactis IBB 2955). Proby
pobrano w pierwszym, czternastym i trzydziestym pigtym dniu po wykluciu.
Analiza ekspresji genéw zostata wykonana metodg ““Ct. * rezultaty istotne
statystycznie (test t-Studenta: P < 0.05)
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Rys. 11.  Wzgledna ekspresja panelu genow zwigzanych z ukladem

immunologicznym (IL-4, IL-6, IL-8, IL-12p40, IL-18, CD80, IFN-B i IFN-y)
w $ledzionie broilerow po iniekcji probiotykiem (inulina) lub synbiotykiem
(inulina + Lactococcus lactis subsp. lactis IBB 2955). Proby pobrano w 1., 14.
i 35. dniu po wykluciu. Analiza ekspresji genéw zostata wykonana metoda ““Ct.
* rezultaty istotne statystycznie (test t-Studenta: P < 0.05).
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4.4, WPLYW PREBIOTYKOW I SYNBIOTYKOW PODANYCH
IN OVO NA TRANSKRYPTOM DOROSLYCH KURCZAT
BROILEROW

4.4.1. Tlosciowa charakterystyka zmian w transkryptomie kurczat
broileréw

Celem opisywanego do$wiadczenia byta weryfikacja efektow dziatania
substancji biologicznie aktywnych (prebiotyk, synbiotyk) podanych in ovo na
transkryptom w 35 dobie zycia kurczat broilerow. Catogenomowa analiza
ekspresji gendw byta przeprowadzona w trzech tkankach: migdatkach jelit
$lepych, §ledzionie i jelicie grubym.

Hierarchiczna analiza wzorcow  ekspresji  miedzy  grupami
eksperymentalnymi i kontrolng zostata zaprezentowana w postaci HeatMap
(z ang. mapy cieplne) na Rysunku 12. Typ tkanki byt gtéwnym kryterium
hierarchizacji, niezaleznie od czynnika dos$wiadczalnego. Wzorzec ekspresji
gené6w w migdatkach jelit $lepych jest mocniej skorelowany z wzorcem
ekspresji w $ledzionie niz w jelicie grubym. Biorac pod uwage wptyw czynnika
doswiadczalnego, S2 posiada wzorzec najbardziej przypominajacy K w jelicie
grubym. Geny ulegajace ckspresji w migdatkach jelit slepych i $ledzionie
w grupie kontrolnej, nie zostaly zgrupowana z inng grupa doswiadczalna.
Wykazano takze, ze wzorce zmian ekspresji dla kazdej tkanki sg specyficzne,
gdzyz niezaleznie od podanego czynnika doswiadczalnego tkanki zostaty
zgrupowane razem. Dla jelita grubego wzorce ekspresji byly najbardziej
zblizone migdzy grupa P2 i S1 nastepnie miedzy S2 i K. Dla migdatkow jelit
slepych najbardziej zblizone wzorce uzyskano dla P1 i S1 oraz P2 i S2.
W przypadku $ledziony najwieksze podobienstwo wykazano dla S2 i P2,
i w dalszej kolejnosci: S1, K i P1. Poréwnujac worce ekspresji miedzy
tkankami mozna zauwazy¢, ze $ledziona i migdatki jelit slepych majg bardziej
zblizony wzorzec pomigdzy soba niz do jelita grubego.
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Rys. 12. Hierarchicznie grupowanie sygnatur ekspresji gendw u kurczat po
iniekcji in ovo. Do komory powietrznej jaj w 12. dobie rozwoju embrionalnego
podano inuling — grupa P1, GOS — grupa P2, inuling z dodatkiem L. lactis
subsp. lactis IBB2955- grupa S1, GOS z dodatkiem L. lactis subsp. cremoris
IBB477 — grupa S2. Ekspresj¢ genow badano w $ledzionie (S), migdatkach jelit
Slepych (JS) oraz w jelicie grubym (JG) w 35. dniu zycia za pomoca
mikromacierzy GeneChip 1.1 ST (Affymetrix, Santa Clara, Kalifornia, USA).
Do analizy wykorzystano wyniki o P-value<0,5 oraz -1,65>FC>1,65. Do
budowy HeatMap wykorzystano program Multiexperiment Viewer w wersji 4.9
(MeV)

Wplyw prebiotykow i synbiotykéw na liczbe gendow o zmienionej
ekspresji zaprezentowano na Rysunku 13. W grupie do$wiadczalnej P2
w migdatkach jelit $lepych zaobserwowano najwigksza liczbe gendw
o zmienionej ekspresji (133 geny o zwickszonej ekspresji i 135 0 zmniejszonej).
Podanie in ovo prebiotyku GOS w $ledzionie réwniez spowodowato znaczaca
liczbe zmian w ekspresji genéw (40 geny o zwigkszonej ekspresji i 23
o zmniejszonej ekspresji). W jelicie grubym najwiecej zmian w ekspresji gendw
zaobserwowano w grupie doswiadczalnej, ktora otrzymata in ovo inuling (P1)
(85 geny o zwigkszonej ekspresji i 49 o zmniejszonej ekspresji). Najmniejsza
liczbe gendéw o zmienionej ekspresji odnotowano w jelicie grubym po podaniu
galaktooligosacharydu GOS z dodatkiem L. lactis subsp. cremoris IBB477 (S2)
(18 geny o zwigkszonej ekspresji i 10 o zmniejszonej ekspresji). W $ledzionie
najmniej zmian w poziomie ekspresji gendéw odnotowano w grupie, ktorej
podano inuling z dodatkiem L. lactis subsp. lactis IBB2955 (S1) (32 geny
0 zwigkszonej ekspresji i 4 o zmniejszonej ekspresji). Natomiast dla migdatkow
jelit slepych najmniej zmian zaobserwowano po podaniu inuliny (P1) (23 geny
o zwigkszonej ekspresji i 27 o zmniejszonej ekspres;ji).
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Rys. 13. Liczba genéw o zmienionej ekspres;ji u kurczat po iniekcji in ovo. Do
komory powietrznej jaj w dwunastej dobie rozwoju embrionalnego podano
inuling — grupa P1, GOS — grupa P2, inulin¢ z dodatkiem L. lactis subsp. lactis
IBB2955- grupa S1, GOS z dodatkiem L. lactis subsp. cremoris IBB477 —
grupa S2. Ekspresje genow badano w $ledzionie (S), migdatkach jelit slepych
(JS) oraz w jelicie grubym (JG) w trzydziestym pigtym dniu Zycia za pomoca
mikromacierzy GeneChip 1.1 ST (Affymetrix, Santa Clara, Kalifornia, USA).
Do zestawienia wykorzystano wyniki o P-value<0,5 oraz -1,65>FC>1,65

4.4.2. Funkcjonalna analiza zmian w transkryptomie kurczat
broilerow

W celu sprawdzenia, czy czynniki do§wiadczalne wplynety na ekspresje
tych samych genéw w obrebie tych samych tkanek, skonstruowano diagramy
Venna, przedstawiajace wspolne i indywidualne elementy zbiorow (Rys. 14).
Analiza ta wykazata maty udzial genow, ktorych zmiana ekspresji
wystepwalaby we wszystkich grupach eksperymentalnych. W migdatkach jelit
slepych najwigcej podobienstw wystepuje migdzy grupa P2 a S1 (27 gendow),
w $ledzionie migdzy grupami P2 i S2 (10 gendéw), w jelicie grubym migdzy
grupami P1 i S2 (8 gendw). Wigkszo$¢ gendw o zmienionej ekspresji wystepuje
wylacznie w obrebie jednej grupy doswiadczalnej. W Sledzionie procent gendw
0 zmienionej ekspresji wystepujacych wytacznie w jednej grupie to 39% dla P1,
62% dla P2, 69% dla S1, 70% dla S2. Podobna zalezno$¢ wystepuje we
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wszystkich badanych tkankach i grupach doswiadczalnych. Zaobserwowano
zalezno$¢: im wigcej gendw o zmienionej ekspresji wystepuje w danej tkance
i grupie eksperymentalnej, tym wigkszy jest ich procentowy udziat w puli
genow specyficznych dla danej tkanki/grupy doswiadczalnej.
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Rys. 14. Diagramy Venna przedstawiajace geny o zmienionej ekspresji wspélne
i specyficzne w obrgbie grup po iniekcji in ovo. Do komory powietrznej jaj
w dwunastej dobie rozwoju embrionalnego podano inuling — grupa P1, GOS -
grupa P2, inuling z dodatkiem L. lactis subsp. lactis IBB2955- grupa S1, GOS
z dodatkiem L. lactis subsp. cremoris IBB477 — grupa S2. Ekspresje genow
badano w §ledzionie (A), migdatkach jelit §lepych (B) oraz w jelicie grubym
(C) w trzydziestym pigtym dniu zycia za pomoca mikromacierzy GeneChip 1.1
ST (Affymetrix, Santa Clara, Kalifornia, USA). Diagramy skonstruowano za
pomoca Venny 2.1 (http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/)

W Tabeli 9 jest zaprezentowanych 5 gendw 0 najwiekszym wzro$cie
ekspresji, a w Tabeli 10 o najsilniejszym spadku ekspresji we wszyskiech
grupach eksperymentalnych i dla kazdej tkanki. W grupie genéw
o podwyzszonej ekspresji dominujg te, ktére sa zwigzane z transportem,
natomiast w grupie gendw o obnizonej ekspresji geny zwigzane z uktadem
immunologicznym. Zalezno$¢ ta  wystepuje dla  wszystkich  grup
doswiadczalnych i dla kazdej z badanych tkanek.
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Tabela. 9. Geny o najwickszym wzroscie ekspresji

Tkanka | Grupa | Gen FC | Opis
SLC26A4 3.6 | solute carrier family 26 (anion exchanger), member 4
RPS29 3.4 | ribosomal protein S29
JS P1 RRBP1 2.1 | ribosome binding protein 1
HIST1H2B8 | 2.1 histone cluster 1, H2B-VIII
RP11-411B6.6 |2 | NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta subcomplex subunit 8, mitochondrial
SLC13A2 3.8 solute carrier family 13 (sodium-dependent dicarboxylate transporter), member 2
STEAP1 2.6 | six transmembrane epithelial antigen of the prostate 1
JS P2 GSTA4 2.6 | glutathione S-transferase alpha 4
RPS29 2.5 | ribosomal protein S29
LOC423943 | 2.5] deleted in malignant brain tumors 1-like
LOC423943 | 3.2 deleted in malignant brain tumors 1-like
SLC13A2 2.5 | solute carrier family 13 (sodium-dependent dicarboxylate transporter), member 2
JS S1 RPS29 2.4 | ribosomal protein S29
GSTA4 2.2 | glutathione S-transferase alpha 4
SERPINB5 2.1 | serpin peptidase inhibitor, clade B (ovalbumin), member 5
JS S2 ATP6VOA4 3.1 | ATPase, H+ transporting, lysosomal VO subunit a4
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RPS29 3 | ribosomal protein S29
BG2 2.8 | intestinal zipper protein
ATP6V1G3 2.1 | ATPase, H+ transporting, lysosomal 13kDa, V1 subunit G3
GNG13 2.1 | guanine nucleotide binding protein (G protein), gamma 13
FGFR3 2.6 | fibroblast growth factor receptor 3
RP11-411B6.6 | 2.2 | NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta subcomplex subunit 8, mitochondrial
P1 LGALS2 2.1 | lectin, galactoside-binding, soluble, 2
TLCD1 2 | TLC domain containing 1
NRXN1 1.9 | neurexin 1
CLGN 2.9 | Calmegin
LGALS2 2.5 | lectin, galactoside-binding, soluble, 2
P2 RP11-411B6.6 | 2.2 | NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta subcomplex subunit 8, mitochondrial
KCNMB1 2 | potassium channel subfamily M regulatory beta subunit 1
IL17REL 1.9 | interleukin 17 receptor E-like
GHRH 2.3 | growth hormone releasing hormone
s1 SPOCK3 2.2 | sparc/osteonectin, cwcv and kazal-like domains proteoglycan (testican) 3
GP9 2 | glycoprotein IX (platelet)
IF16 2 |interferon, alpha-inducible protein 6
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RP11-411B6.6

1.9

NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta subcomplex subunit 8, mitochondrial

SNORD20 8.1 | small nucleolar RNA, C/D box 20

GAL7 3.1|Gal7
S S2 RPS29 2.8 | ribosomal protein S29

GAL2 2.5 | gallinacin 2

RP11-411B6.6 |2 | NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta subcomplex subunit 8, mitochondrial

SLC26A3 30 | solute carrier family 26 (anion exchanger), member 3

SLC13A2 16 | solute carrier family 13 (sodium-dependent dicarboxylate transporter), member 2
JG P1 CYP2K1L 13 | cytochrome P450 2K1-like

CA7 9.6 | carbonic anhydrase VI

OTOP3 6.6 | otopetrin 3; otopetrin 2

CA7 9.2 | carbonic anhydrase VIl

SLC26A3 6 | solute carrier family 26 (anion exchanger), member 3
JG P2 IRGIL 4.7 | immunoresponsive 1 homolog (mouse)-like

CA4 4.3 | carbonic anhydrase 1V

SLC13A2 4 | solute carrier family 13 (sodium-dependent dicarboxylate transporter), member 2
G s1 SLC13A2 5.1 solute carrier family 13 (sodium-dependent dicarboxylate transporter), member 2

CA4 2.9 | carbonic anhydrase 1V
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SNORD20 2.2 | small nucleolar RNA, C/D box 20
AVD 1.9 | Avidin
LIPG 1.9 | lipase, endothelial
SLC13A2 5.8 | solute carrier family 13 (sodium-dependent dicarboxylate transporter), member 2
SLC26A3 4.3 | solute carrier family 26 (anion exchanger), member 3
JG S2 CYP2K1L 3.4 | cytochrome P450 2K1-like
MIR141 3.4 | microRNA 141
FGG 3.3 | fibrinogen gamma chain

Tabela przedstawia 5 genow o najbardziej zwigkszonej ekspresji w obrebie grup po iniekcji in ovo. Do komory powietrznej jaj
w dwunastej dobie rozwoju embrionalnego podano inuling — grupa P1, GOS — grupa P2, inuling z dodatkiem L. lactis subsp.
lactis IBB2955- grupa S1, GOS z dodatkiem L. lactis subsp. cremoris IBB477 — grupa S2. Ekspresj¢ genoéw badano
w $ledzionie (S), migdatkach jelit slepych (JS) oraz w jelicie grubym (JG) w trzydziestym piatym dniu Zycia za pomoca
mikromacierzy GeneChip 1.1 ST (Affymetrix, Santa Clara, Kalifornia, USA). Do analizy uzyto gendéw

o P-value<0,05 i -1.65<FC<1,65.
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Tabela 10. Geny o najwigkszym spadku ekspresji

Tkanka | Grupa | Gen FC | Opis

LOC422513 | -2.1 | hect domain and RLD 4-like
MAMDC2 |-2.1 | MAM domain containing 2

JS P1 |LOC422513| -2 |hectdomainand RLD 4-like
ANOS1 -1.9 | anosmin 1
CYR61 -1.9 | cysteine-rich, angiogenic inducer, 61
TCF7 -4 | transcription factor 7 (T-cell specific, HMG-box)
CD72AG -3.9 | CD72 antigen

JS P2 | LAMP3 -3.8 | lysosomal-associated membrane protein 3
SLAMF1 -3.2 | signaling lymphocytic activation molecule family member 1
SLC7A11 -3.1 | solute carrier family 7 (anionic amino acid transporter light chain, xc- system), member 11
MIR1674 -4.1 | microRNA mir-1674
FAM26F -2.2 | family with sequence similarity 26, member F

JS S1 |SLC6A18 |-2.2|solute carrier family 6 (neutral amino acid transporter), member 18
CD1B -2 | CD1b molecule
VPREB3 -1.9 | pre-B lymphocyte 3
CXCR5 -3.1 | chemokine (C-X-C motif) receptor 5
C4BPA -3.1 | complement component 4 binding protein, alpha

JS S2 | MIR1770 -3.1 | microRNA mir-1770
SYK -2.7 | spleen tyrosine kinase
AICDA -2.5 | activation-induced cytidine deaminase
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LGR6 -2.1 | leucine-rich repeat containing G protein-coupled receptor 6
CNTN3 -1.9 | contactin 3 (plasmacytoma associated)
S P1 |NCAM2 -1.9 | neural cell adhesion molecule 2
MIR6516 -1.8 | microRNA mir-6516
PNPLA3 -1.7 | patatin-like phospholipase domain containing 3
LOC425137 | -3.6 | aldo-keto reductase family 1, member B1-like
LOC431321 | -2.3 | Keratin
S P2 | PARM1 -1.9 | prostate androgen-regulated mucin-like protein 1
OR8U1 -1.9 | olfactory receptor, family 8, subfamily U, member 1
MIR1694 -1.7 | microRNA mir-1694
MIR1674 -2 | microRNA mir-1674
S S1 | MIR1612 -1.8 | microRNA mir-1612
FAM26F -1.6 | family with sequence similarity 26, member F
LOC425137 | -2.5 | aldo-keto reductase family 1, member B1-like
RNF215 -2.1 | ring finger protein 215
S S2 | MIR1680 -2 | microRNA mir-1680
MGAT5B -1.9 | mannosyl (alpha-1,6-)-glycoprotein beta-1,6-N-acetyl-glucosaminyltransferase, isozyme B
MIR6516 -1.9 | microRNA mir-6516
NR4A3 9.3 | nuclear receptor subfamily 4, group A, member 3
NIM1K 5.9 | NIM1 serine/threonine protein kinase
G Pl AOX2 6.1 | aldehyde oxidase 2
ADAMTS1 | 8.8| ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif, 1




99

VSNL1 8.6 | visinin-like 1

HECW1 -2.3 | HECT, C2 and WW domain containing E3 ubiquitin protein ligase 1
NIM1K -2.3 | NIML1 serine/threonine protein kinase
JG P2 | AOX2 -2.2 | aldehyde oxidase 2
GAL10 -1.9 | Gal 10
LOC431321 | -1.8 | Keratin
ENPP3 -2.1 | ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase 3
HBAA -2 | hemoglobin, alpha 1; hemoglobin subunit alpha-A-like
JG S1 |BID -1.9 | BH3 interacting domain death agonist
GAL10 -1.7 | Gal 10

TMEMBS86A |-1.7 | transmembrane protein 86A

GSTT1L -2.1 | glutathione S-transferase theta 1-like

LOC396480 | -1.6 | Keratin

JG S2 | MIR1790 -1.6 | microRNA mir-1790; chromosome 8 open reading frame 48
EDAR -1.6 | ectodysplasin A receptor

LOC431321 | -1.5 | Keratin

Tabela przedstawia 5 gendw o najbardziej zmniejszonejekspresji w obrebie grup po iniekcji in ovo. Do komory powietrznej jaj
w dwunastej dobie rozwoju embrionalnego podano inuling — grupa P1, GOS — grupa P2, inuling z dodatkiem L. lactis subsp.
lactis IBB2955- grupa S1, GOS z dodatkiem L. lactis subsp. cremoris IBB477 — grupa S2. Ekspresje gendéw badano
w $ledzionie (S), migdatkach jelit slepych (JS) oraz w jelicie grubym (JG) w trzydziestym piatym dniu Zycia za pomoca
mikromacierzy GeneChip 1.1 ST (Affymetrix, Santa Clara, Kalifornia, USA). Do analizy uzyto genéw o P-value<0,05
i -1.65<FC<1,65



W celu ustalenia na jakie funkcje biologiczne wptynat GOS (P2)
w migdalkach jelit $lepych, liste¢ genéw o zmienionej ekspresji zaimportowano
do programu DAVID, ktory nastgpnic wyeksportowal liste procesow
biologicznych, dla ktorych prawdopodobienstwo znian jest istotne statystycznie.
Otrzymana lista procesow sktada si¢ z blisko 700 rekordow. Wyniki analiz
zostaly zgrupowane za pomocag programu CateGOrizer i przedstawione na
Rysunku 15. Procesy biologiczne, ktérych ekspresja ulegta zmianie po podaniu
in ovo P2 w migdaltkach jelit §lepych, byly zwiazane gtownie: z odpowiedzig na
stres (25%), produkcja cytokin (18%), metabolizmem (10%), odpowiedzig
immunologiczng (10%), metabolizmem biatek (7%). Pozostate kategorie
procesOw biologicznych byty zwigzane z funkcjami uktadu immunologicznego.

® odpowiedz na stres
m produkcja cytokin
1% m metabolizm
® odpowiedz immunologiczna
® metabolizm biatek
m aktywacja limfocytow
m metabolizm cytokin
m biosynteza cytokin
odpowiedz na zawnetrzne

bodzce
m adhezja komorek

m wydzielanie cytokin
proliferacja limcocytow

aktywacja limfocytow T

Rys. 15. Skategoryzowane annotacje GO dla DEG w migdatkach jelit §lepych
w grupie P2. GO terms zostalty wygenerowane przy uzyciu narzedzia DAVID
(https://david.ncifcrf.gov/home.jsp) na podstawie DEG po iniekcji in ovo przez
P2, a nastgpnie skategoryzowane za pomocg narzedzia cateGOrizer
(http://www.animalgenome.org/tools/catego/)
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Dla migdatkéw jelit Slepych z grupy P2 oznaczono takze, szlaki
metaboliczne, ktérych ekspresja mogla zmianie, zostaly przedstawione w Tabeli
11. Szlaki o najmniejszym P Value, ktére $wiadczy o silnych zmianach
w ekspresji to: biosynteza steroidéw, biosynteza glikofosfolipidowa - seria lakto

i neolakto, transportery ABC.

Tabela 11. Szlaki metaboliczne bedace pod wptywem prebiotyku GOS/P2

w migdaltkach jelit slepych

Liczba

Szlak biologiczny genéw | P Value
gga00100:Biosynteza steroidow 4 0.0029166
0ga00601: Biosynteza glikofosfolipidowa - seria lakto

i neolakto 4 0.0054257
0ga02010:Transportery ABC 4 0.0259781
0ga01100:Szlaki metaboliczne 26 0.0591567
gga00514: Inne rodzaje biosyntezy O-glikanu 3 0.0902567
0ga04270: Skurcz mig$ni gladkich naczyn 5 0.0988708

Szlaki biologiczne, na ktore miat wptyw P2 zostaly wygenerowane przy uzyciu
narzedzia DAVID (https://david.ncifcrf.gov/home.jsp) na podstawie DEG po

iniekcji in ovo przez P2.
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45. WALIDACJA WYNIKOW MIKROMACIERZY PRZY
POMOCY RT-QPCR

W celu potwierdzenia wynikdw z catogenomowej mikromacierzy
ekspresyjnej, dla dziesieciu genéw o zroznicowanej ekspresji (SLC6A18, CD1B,
LGALS3, PAPOLA, SYK, TLR7, NFATC1, CD36, GP9, SERPINB12),
przeprowadzono reakcje RT-qPCR. Zestawienie wynikow przedstawiono na
Rysunku 16 w postaci wykresu zalezno$¢i wynikow mikromacierzy od
wynikéw RT-qPCR. Obliczono takze wspotczynnik korelacji, ktory wynosi
0.87 (R?=0.75). Warto$¢ ta oznacza silng korelacje miedzy wynikami obydwu
analiz.

N
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Rys 16. Poréwnanie wynikéw mikromacierzy i RTgPCR dla broileréw w 35.
dniu zZycia. Dane mikromacierzowe zostaly wygenerowane z uzyciem
Microarray GeneChip 1.1 ST (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA); Wyniki
RT-qPCR zostaty uzyskane w wyniku amplifikacji starterow zaprojektowanych
dla danych genéw z uzyciem barwnika SYBR green; Glucozo-6-fosfato
dehydrogenaza (G6PDH) i beta-actyna (ACTB) zostaty wykorzystane jako geny
referencyjne; wzgledna ekspresja gendw zostala obliczona metoda 27°4“"; test t-
Studentta zostal uzyty do pordéwnania grupy kontrolnej i do$wiadczalnej;
Wyniki FC mniejsze od 1 zostaty przeksztalcone wedtug wzoru -1/FC; FC -
Fold Change
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5. DYSKUSJA

5.1. INIEKCJA IN OVO - MIGRACJA PREBIOTYKU
| PROBIOTYKU

Poznanie drogi migracji substancji bioaktywnych: prebiotykéw oraz
bakterii probiotycznych, po iniekcji in ovo, bylo niezbednym krokiem do
scharakteryzowania ich wptywu na zmiany w transkryptomie kurczat broilerow
na skutek stymulacji mikrobiomu.

Droga przenikania prebiotyku po iniekcji in ovo zostata prze$ledzona
z wykorzystaniem substancji, o podobnym wzorze sumarycznym, wielkosci
czasteczki, takiej ktdra nie szkodzi zarodkom oraz jest tatwa do obserwacji.
Powyzsze wymagania spetia indygokarmin (inne nazwy: indygotyna, karmin
indygo). Jest on organicznym zwigzkiem chemicznym, disulfonowg pochodng
indyga o wzorze sumarycznym CisHgN,Na,OgS, i masie molowej 466 g/mol.
Zwiazek ten jest stosowany w medycynie i przemysle jako niebieski barwnik
(jako barwnik spozywczy ma oznaczenie E132) i jako odczynnik chemiczny
[Ross i wsp. 2000]. Zatozono iz sposéb w jaki przenika przez btong
podskorupowa i struktury jaja powinien byé zblizony do prebiotyku Bi*Tos
(galaktooligosacharyd - GOS) o wzorze sumarycznym CigH3,016 i masie
molekularnej 504 g/mol [Depeint i wsp. 2008]__(https://pubchem.ncbi.nim.
nih.gov/compound/165512#section=Top).

Drugi stosowany w badaniach wtasnych prebiotyk to inulina. Prebiotyk
ten jest polisacharydem (http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/
i3754?lang=eniregion=PL) o0 wzorze sumarycznym (CsH1oOs)3s i masie
molekularnej 6624 g/mol. W przypadku tego prebiotyku réznice w wielkosci
czasteczki w stosunku do indygokarminu sa znacznie wigksze. Dlatego nalezy
przyja¢, iz ewentualna migracja inuliny bedzie znacznie wolniejsza niz
stosowanego barwnika.

Blona podskorupowa jaja kurzego zbudowana jest z wtokien kolagenu,
ktory tworzy pory o $rednicy od kilku do kilkunastu pm. Pory te sa jedyng
droga przez ktéra dochodzi do wymiany substancji migdzy rozwijajacym si¢
zarodkiem, a $rodowiskiem zewnetrznym. Wymiana substancji odbywa si¢ na
poprzez bierng wymiang na zasadzie dyfuzji [Parsons 1982, Tsai i wsp. 2006,
Zhao i Chi 2009]. W przeprowadzonym doswiadczeniu barwnik przeniknat
przez btong podskorupowa dopiero po trzech dniach od iniekcji. Moze to
swiadczy¢ o jednostajnej, stopniowej dyfuzji. Przy czym, im mniejsza masa
molekularna i lepsza rozpuszczalnos¢ w wodzie iniekowanej substancji, tym
szybciej bedzie ona przenikala przez btong podskorupows. Podobne wyniki
zostaly uzyskane w do$wiadczeniu przeprowadzonym przez Edwardsa. Autorzy
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Ci, wykazali, iz barwnik moze przenika¢ przez struktury jaja, a nastepnie
lokalizowa¢ si¢ w przewodzie pokarmowym [Edwards i wsp. 2016].

Bakterie probiotyczne nie przedostaly si¢ przez btong podskorupowa, az
do chwili przebicia btony przez rozwijajacy si¢ zarodek, gdyz nie posiadaja
mechanizméw umozliwiajacych jej penetracje. Zdolno$¢ penetracji blony
podskorupowej posiadaja bakterie patogenne ktore sa w stanie przej$¢ przez nia
w ciggu 1-3 dni [Berrang i wsp. 1999]. Bakterie patogenne czgsto wyposazane
sa w mechanizmy umozliwiajace penetracje — rzeski, ktére umozliwiajg ruch;
enzymy proteolityczne, ktore rozktadajg infekowane tkanki.

Uzyskane wyniki podkreslajg zasadno$¢ stosowanie prebiotykow
i probiotykébw na drodze iniekcji in ovo do komory powietrznej jaja
w dwunastej dobie rozwoju embrionalnego, poniewaz:

e prebiotyk stopniowo przedostaje si¢ do uktadu pokarmowego pisklecia,
przez co po wykluciu stymuluje naturalng probiotyczng mikroflorg,

e probiotyk kolonizuje przewdd pokarmowy od chwili przebicia komory
powietrznej przez zarodek, co nastepnie utrudnia zasiedlenie przewodu
pokarmowego przez bakterie potencjalnie patogenne.

5.2. WLASCIWOSCI IMMUNOSTYMULUJACE
PROBIOTYKOW

OdpowiedZ makrofagow na stymulacje bakteriami probiotycznymi jest
procesem bardzo ztozonym. Z jednej strony zalezy on od kompetencji samych
komorek uktadu immunologicznego, zwlaszcza od obecnosci odpowiednich
receptorbw TLR. Z drugiej =za§ od specyficznych  wlasciwosci
mikroorganizméw, ktére posiadaja charakterystyczne dla siebie antygeny
aktywujace odpowiednie receptory TLR. Dopiero potaczenie antygenu
bakteryjnego ze specyficznym receptorem na powierzchni lub wewnatrz
makrofaga zapoczatkowuje odpowiedz immunologiczng. Specyficzne antygeny,
danej bakterii probiotycznej, moga wptyna¢ na wywotanie odpowiedzi pro- lub
antyzapalnej, co jest zwigzane odpowiednio z immunostymulacja lub
immunoregulacja.

Badania prowadzone z wykorzystaniem kurczecej linii HD11 wykazaty
ekspresje wszystkich znanych TLR wystepujacych u ptakow [KANNAKI i wsp.
2010][Keestra i wsp. 2013]. W badaniach wiasnych wykazano iz komorki linii
HDI1 posiadaja wszystkie niezbedne receptory rozpoznajace antygeny
bakteryjne takie jak: lipopolisacharydy, peptydoglikany, lipoproteiny, flageling
i inne. Doniesienia literaturowe potwierdzaja przydatno$¢ tej linii komorkowe;j
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jako modelu in vitro do oceny immunostymulacyjnych wlasciwosci
prebiotykow [Ciraci i wsp. 2010; Elsheimer-Matulova i wsp. 2015; Van Dijk i
wsp. 2016].

W badaniach wtasnych hierarchiczne grupowanie sygnatur ekspresji
gendéw, wykazalo ze trzy zastosowane probiotyki Lactococcus lactis subsp.
cremoris IBB 477 (P1), Lactococcus lactis subsp. lactis IBB 2955 (P2) and
Lactobacillus salivarius IBB 3154 (P4) spowodowaty bardzo podobng zmiane
w transkryptomie kurczgcej linii monocytow HD11. Jedynie zmiany wywotane
przez Lactobacillus Plantarum IBB 3036 (P3) znaczaco odbiegajg od
pozostatych grup eksperymentalnych. Co wigcej, sygnatury ekspresji genow dla
tej grupy doswiadczalnej byly bardziej podobne do grupy kontrolnej, niz do
pozostatych grup. Probiotyki P1 i P2 nalezag do tego samego gatunku
Lactococcus lactis, dlatego nie jest zaskoczeniem, ze wywotaly podobng
odpowiedz, gdyz tylko nieznacznie rdznig si¢ fenotypowo i genotypOwo
[Nomura i wsp. 2000]. Probiotyki P3 i P4 naleza do tego samego rodzaju
Lactobacillus, ale sa to rézne gatunki bakterii. Dong wraz ze
wspotpracownikami wykazat ze odpowiedz immunologiczna wywotana przez
bakterie z rodzaju Lactobacillus jest specyficzna dla danego szczepu i przejawia
si¢ roznym wptywem na ekspresj¢ cytokin takich jak: 1L-10, IFN-y, TNF-a, IL-
12, IL-6 [Dong i wsp. 2012]. Specyfika odpowiedzi makrofaga na dang bakteri¢
probiotyczng moze wynika¢ z budowy $ciany komorkowej bakterii. Bakterie
Lactobacillus o grubszej, trudnej do strawienia $cianie komorkowej, takie jak:
Lactobacillus casei, wywotuja odpowiedz prozapalng charakteryzujaca si¢
zwickszong ekspresja IL-12. Natomiast szczepy o cienszej, tatwiejszej do
strawienia $cianie komorkowej,  takie jak: Lactobacillus johnsonii i
Lactobacillus plantarum, charakteryzuja si¢ indukowaniem odpowiedzi
antyzapalnej, w ktorej wzrasta ekspresja IL-12 [Shida i wsp. 2009].

Na réznice w intensywno$ci odpowiedzi immunologicznej (wzrost
poziomu ekspresji gendw zwigzanych z ukladem immunologicznym) jak 1 jej
charakter (pro- lub antyzapalny) ma wplyw nie tylko grubo$¢ S$ciany
komorkowej bakterii probiotycznych lecz takze specyficzne metabolity (takie
jak egzopolisacharydy) produkowane przez dany szczep oraz biatka obecne w
Scianie komorkowej [Meijerink i wsp. 2010]. Szczepy Lactobacillus salivarius
stymuluja uktad immunologiczny w odmienny sposob, niz Lactobacillus
plantarum [Jensen i wsp. 2015], a charakter odpowiedzi jest specyficzny dla
danego szczepu [Drago i wsp. 2010]. Lactobacillus plantarum IBB 3036,
zastosowany w badaniach wlasnych spowodowal znacznie stabsza odpowiedz
na poziomie ekspresji gendw (okoto 4 razy mniej gendw o zmienionej ekspresji
oraz Kilkukrotnie nizsza krotno$§¢ zmian tej ekspresji) w poréwnaniu do
pozostalych bakterii. Wérod gendéw o podwyzszonej ekspresji przez ten
probiotyk jest wiele zwigzanych ze wczesna odpowiedzig prozapalng (IL-1b,
IL-8), nie zaobserwowano natomiast zwiekszonej ekspresji IL-12, ktora we
wczesniej  przytoczonych — pracach  jest uwazana za  wyznacznik
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immunostymulacyjnych wlasciwosci probiotykoéw. Mozna zatem uznaé, ze
sposrod bakterii probiotycznych uzytych do stymulacji komoérek linii HD11
najsilniejsze wiasciwosci immunostymulujace posiadaja: Lactococcus lactis
subsp. Lactis, Lactococcus lactis subsp. Cremoris oraz Lactobacillus salivarius.
Natomiast Lactobacillus plantarum cechuje si¢ znacznie stabszymi
wlasciwo$ciami immunostymulujgcymi. Jednoznaczna weryfikacja wtasciwosci
immunomodulacyjnych Lactobacillus plantarum IBB 3036 mozliwa jest
jedynie z zastosowaniem modelu linii makrofagow typu M2. Do otrzymania
odpowiedzi o charakterze antyzapalnym niezb¢dne sa makrofagi typu M2,
réznicujace po stymulacji przez komodrki dendrytyczne obecne w jelitach
[Shapiro i wsp. 2011].

Analiza transkryptomu HDI1, z wykorzystaniem calogenomowej
mikromacierzy ekspresyjnej wykazata duze podobiefistwo w liczbie gendéw
o zmienionej ekspresji w grupach P1, P2 i P4 (okoto 1800 genoéw o zwigkszonej
ekspresji i okoto 1050 gendéw o zmniejszonej ekspresji). Natomiast probiotyk
P3 spowodowal wzrost ekspresji 232 gendéw, a spadek 279. Geny zwigzane
z uktadem immunologicznym stanowia tylko maly utamek wszystkich genow
o zmienione] ekspresji. Dla P1, P2 i P4 liczba genéw zwigzanych z uktadem
immunologicznym o zmienionej ekspresji wynosi okoto 60, natomiast w grupie
P3 tylko 28. Zdecydowana wigkszos¢ genow (okoto 98%), ktorych ekspresja
ulegla zmianie po podaniu substancji bioaktywnych in ovo jest zwigzana
z metabolizmem. Kontakt makrofaga z bakteria probiotyczng powoduje
aktywacje makrofagow. Efektem tej aktywacji jest zwielokrotnienie produkcji
cytokin prozapalnych, np: IL-1B, IL-8, IL-12 przez makrofaga. Zmianie ulega
tez ich metabolizm na specyficzny dla makrofagow typu M1,
odpowiedzialnych za odpowiedZ prozapalng [Freemerman i wsp. 2014;Kramer i
wsp. 2014]. Efektem tej zmiany jest przejscie z oddychania tlenowego na
beztlenowa glikolize, objawiajacg si¢ w: indukcji bardziej aktywnej izoformy
fosfofruktokinazy (PFK), zwigkszonym pobieraniu glukozy niezaleznym od
insuliny (transporter glukozy GLUT-1) —glikolizie do pirogronianu (np kinaza
pirogronianowa typu M) oraz konwersji pirogronianu do mleczanu
(dehydrogenaza mleczanowa) przez co aktywowany makrofag ma zwiekszony
dostep do substancji energetycznych [Shapiro i wsp. 2011]. W badaniach
wilasnych bakterie P1, P2 i P3 spowodowaly zwigkszenie poziomu ekspresji
genéw: GLUT-6, PFKFB3, G6PC2, ktére potwierdzajg zmiane metabolizmu
nieaktywnych  makrofagdbw (nie biorgcych udzialu w  odpowiedzi
immunologicznej), na metabolizm typowy dla makrofagéw bioracych udziat
w odpowiedzi prozapalnej. Stymulacja linii komérkowej HD11 szczepem
bakteryjnym Lactobacillus plantarum nie spowodowata zmiany w ekspresji
powyzszych gendw zwigzanych ze zmiang metabolizmu. Posrednim
potwierdzeniem zmiany w metabolizmie komorek, w trakcie stymulacji, jest
zmiana koloru medium hodowlanego z rdézowego na zoity. W badaniach
wlasnych pelna zmiana koloru medium nastgpita po szeéciu godzinach
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inkubacji, w grupach stymulowanych przez bakterie. Zmiana koloru medium
$wiadczy o zakwaszeniu medium metabolitami powstatymi w procesie glikolizy
(takich jak mleczany).

O przeksztalceniu si¢ natywnych makrofagow w typ M1 $wiadczy nie
tylko zmiana metabolizmu, ale tez rodzaj produkowanych cytokin i chemokin.
W badaniach wilasnych dowiedziono zwickszona ekspresje prozapalnych
cytokin: TNFAIPS6, IL-14, IL-6, IL8L1, IL8L2, IL-12b oraz chemokin biorgcych
udziat w odpowiedzi prozapalnej: CCL1, CCL4, CCLI10, CCL20. Poziom
ekspresji powyzszych genow w grupach eksperymentalnych: P1, P2 i P4
(w stosunku do kontroli) jest okoto 100 razy wyzszy dla IL-12b, IL-6 i CCL20,
kilkadziesiat razy wyzszy dla pozostalych genow. W grupie P3 ekspresja
TNFAIP6 wzrosta 26 razy, natomiast pozostatych genéw od kilku do kilkunastu
razy. Powyzsze wyniki potwierdzaja, iz bakterie probiotyczne: Lactococcus
lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. cremoris oraz Lactobacillus
salivarius poprzez zwielokrotnienie ekspresji prozapalnych cytokin i chemokin
spowodowaly silng immunostymulacj¢ makrofagow linii HD11. W przypadku
Lactobacillus plantarum efekt ten jest kilkukrotnie stabszy. Analizy szlakéw
metabolicznych  (DAVID) przeprowadzone dla genow zwigzanych
z odpowiedzia immunologiczna potwierdzaja, iz zmianom ulegaja szlaki
wchodzace w sktad prozapalnej odpowiedzi immunologicznej. Szlaki te biora
udzial w rozpoznawaniu MAMPs, transdukcji sygnatu do wnetrza komorki:
szlak odpowiedzi toll podobny [Mei i wsp. 2013;Wachi i wsp. 2014;Zelaya
i wsp. 2014;Mariman i wsp. 2014]; szlak odpowiedzi receptora NOD
podobnego [Yanagihara i wsp. 2014]; szlak odpowiedzi MAPK [Kim i wsp.
2006;Latvala i wsp. 2008; lyer i wsp. 2008; Wang i wsp. 2014; Jeong i wsp.
2015]; doprowadzaja do ekspresji genow zwigzanych z odpowiedzia
immunologiczng: szlak sygnatowy Jak-STAT (Sun i wsp. 2005; Yeganegi
i wsp. 2010). Reasumujac odpowiedz makrofagéw jest zgodna z modelem
zaprezentowanym w literaturze.

Wykorzystane w badaniach wlasnych szczepy bakterii probiotycznych
(z wyjatkiem Lactobacillus plantarum) wykazaty silne wiasciwos$ci
immunostymulujace. Probiotyki o takich wlasciwosciach  stymuluja
przeksztalcenie natywnych monocytéw do typu M1, ktory produkuje migdzy
innymi  czynnik martwicy nowotworu. Dlatego tez szczepy bakterii
0 wiasciwosciach immunostymulacyjnych mogg by¢ wykorzystywane jako
suplement diety nie tylko u drobiu ale réwniez u cztowieka. W przypadku ludzi
stosowanie takich suplementéw diety moze wesprze¢ zapobieganie
powstawaniu nowotworéw oraz do wspomagania leczenia nowotworow takich
jak rak okreznicy [Kumar i wsp. 2010; Sanders i wsp. 2016]. Ponadto,
probiotyki o wlasciwo$ciach immunostymulujgcych przygotowuja uktad
immunologiczny do obrony przed patogenami. Moze to nastgpi¢ poprzez
wzmocnienie pierwotnej odpowiedzi wynikajacej ze zwickszonej ekspresji
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receptorOw rozpoznajgcych patogeny takich jak TLR2 [Galdeano i Perdigon
2006]. Probiotyki aktywuja takze komorki ukladu immunologicznego -
monocyty i komorki dendrytyczne, przez co moga one szybciej reagowaé na
obecne patogeny [Perdigdn i wsp. 2002]. Probiotyczne szczepy bakterii
zwickszaja produkcje IgA w przewodzie pokarmowym, ktéra przeciwdziata
jego kolonizacji przez mikroorganizmy chorobotworcze [Perdigon i wsp. 1995].

5.3. WPLYW PREBIOTYKU I SYNBIOTYKU NA UKLAD
IMMUNOLOGICZNY W CIAGU ZYCIA BROILEROW

Wplyw prebiotyku i synbiotyku na uktad immunologiczny broileréw
okreslono poprzez analize zmian w ekspresji genéow zwigzanych z uktadem
immunologicznym. Testowym probiotykiem byta inulina (P1) natomiast
synbiotykiem inulina z dodatkiem L. lactis subsp. lactis 1BB2955 (S1).
Zastosowany prebiotyk i synbiotyk byt wczeéniej wykorzystany do stymulacji
in vitro kurzej linii komorkowej DT40 [Stawinska i wsp. 2016]. Inulina
w potaczeniu z L. lactis subsp. lactis IBB2955 spowodowata zmiang ekspresji
gendw zwigzanych z uktadem immunologicznym, takich jak CD80, IFN-p,
IL-4, IL-6 MAP2K3, MyD88 i TLR2 w komorkach B kurczat (linia komorek
DT40). W do$wiadczeniu sprawdzajacym wptyw prebiotyku i synbiotyku na
uktad immunologiczny po iniekcji in ovo w dwunastym dniu rozwoju
embrionalnego, réwniez wykazano zmiany w ekspresji gendéw zwigzanych
z uktadem immunologicznym. Analizowany panel gendéw zawieral cytokiny
zwigzane z odpowiedzig typu Th-1 (IFN-B, IFN-y i IL-18), Th-2 (IL-4),
prozapalne (IL-6 i 1L-12p40), hemokine IL- 8 oraz czasteczke ko-stymulujaca
CD80. Wzorce ekspresji powyzszych genow na poziomie mRNA w trzech
réznych punktach czasowych (1 dzien po wylegu, 14 dzien po wylegu i 35
dzien po wylegu) w migdatkach jelit §lepych oraz $ledzionach kurczat,
wskazywal na ogolng tendencje do spadku ekspresji gendéw zwigzanych
z uktadem immunologicznym wraz z wiekiem broilerow.

Poziom obnizenia ekspresji badanych genéw byt zdecydowani wigkszy
w przypadku §ledziony. Roznice we wzorcach ekspresji genow migdzy tymi
dwoma organami limfatycznymi po podaniu prebiotyku i synbiotyku in ovo
mozna wyjasni¢ réznym poziomem ekspozycji na antygeny wystepujace
w przewodzie pokarmowym. Migdatki jelitowe sa czeScia GALT, dlatego sa
one w bliskim sasiedztwie mikroflory jelitowej i sa stale narazone na kontakt
z MAMP. W doswiadczeniu przeprowadzonym in vitro, w ktorym komorki
mononuklearne $ledziony i migdatkow jelit $lepych stymulowano bakteriami
kwasu mlekowego (LAB) wykazano iz migdatki jelit slepych szybciej reaguja
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na bodzce bakteryjne [Brisbin i wsp. 2008; Brisbin i wsp. 2010]. Z drugiej
strony efekty regulacji genéw w splenocytach utrzymaty sie dtuze;j.

Zjawisko spadku poziomu ekspresji cytokin mozna wyjasni¢ poprzez
wytworzenie tolerancji pokarmowej. Uktad immunologiczny przewodu
pokarmowego jest stale narazony na kontakt ze sktadnikami pokarmowymi
pochodzacymi ze S$rodowiska wraz z ktorymi pobierane sa rowniez
mikroorganizmy. Uktad immunologiczny gospodarza musi zréwnowazy¢
reakcje pomigdzy zwalczaniem patogennych i tolerowaniem komensalnych
bakterii [Pabst i Mowat 2012]. Zjawisko tolerancji pokarmowej chroni
gospodarza przed powstaniem odpowiedzi immunologicznej przeciwko
antygenom niepatogennym pochodzacym z zywnosci [Burks i wsp. 2008;
Friedman 2008]. Stabilny sktad mikroflory przewodu pokarmowego i brak
kolonizacji przez nowe patogenne bakterie sprzyja wytworzeniu tolerancji
immunologicznej przez btony Sluzowe jelit. W  eksperymencie
przeprowadzonym w ramach tej dysertacji doktorskiej takie efekty byty
wywotane przez stymulacj¢ mikroflory jelitowej | wyrazaty si¢ przez obnizenie
poziomu sygnatur ekspresji genéow zwigzanych z odpowiedzig immunologiczna.

Badania przeprowadzone na kurach rasy Zielonondzka kuropatwiana,
reprezentujacych rodzima rase kur, wykazaty inny trend zmian ekspresji genow
zwigzanych z ukladem immunologicznym. Po podaniu prebiotykéw
i synbiotykow in ovo, znaczaco zwigkszyt si¢ poziom ekspresji genow IL-4, IL-
6, IFN-B i IL-18 w sledzionie, a jednoczesnie zmniejszal IL-12 i IFN-y
w migdatkach jelit [Slawinska i wsp. 2014]. Doswiadczenie przeprowadzone
w ramach tej dysertacji doktorskiej wykonane bylo z wykorzystaniem
komercyjnych, szybko rosnacych kurczat broileréw, charakteryzuja si¢ szybkim
tempem wzrostu i skuteczng konwersjg paszy na mase¢ ciata. [Van Der Most i
wsp. 2011]. Badania poréwnawcze kurczat brojlerow i kur niosek dostarczyty
dowoddw na to, iz kurczeta migsne rozwijaja silng krotkoterminowa odpornosé
humoralng [Koenen i wsp. 2002], ale za to nizsza produkcje cytokin
[Leshchinsky i Klasing 2001]. Za mechanizm lezacy u podstaw tej zaleznosci
moze by¢ odpowiedzialna selekcja na cechy produkcyjne u drobiu migsnego.
Wysoki poziom cytokin, a co za tym idzie — zwigkszona aktywnos$¢ uktadu
immunologicznego wptywa negatywnie na przyrost masy ciata. U kur typu
mig¢snego do hodowli wybiera si¢ osobniki 0 najwyzszych przyrostach masy
ciala, a co za tym idzie — o mniejszej aktywnos$ci uktadu immunologicznego.
[Van Der Most i wsp. 2011].
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5.4. WPLYW PREBIOTYKOW | SYNBIOTYKOW NA
TRANSKRYPTOM SLEDZIONY, JELITA GRUBEGO
I MIGDALKOW JELIT SLEPYCH

Jednym z powaznych zagrozen dla zdrowia nowo wyKklutych pisklat sg
stabo rozwinigte jelita, poniewaz nie zasiedlaja ich jeszcze komensalne bakterie
tworzace mikrobiom, przez co tkanka limfatyczna zwigzana z jelitami (GALT)
nie jest jeszcze w pelni wyksztatcona [Kajiwara i wsp. 2003]. Kolonizacja
przewodu pokarmowego przez komensalne drobnoustroje tworzace mikrobiom
musi nastapi¢ jak najszybciej, aby uniknaé¢ infekeji jelitowych, i przyspieszy¢
dojrzewanie uktadu immunologicznego. W naturze mikrobiom kurczat rozwija
si¢ przez kontakt z odchodami dorostych ptakéw oraz otaczajgca $Scidtke, ktore
sg rezerwuarem mikroorganizméw. W komercyjnych wylggarniach, sterylne
srodowisko, nie dopuszcza do Kkolonizacji przewodu pokarmowego przez
mikroorganizmy komensalne. Prebiotyki, probiotyki i synbiotyki w warunkach
produkcyjnych sa podawane w paszy. W niniejszej pracy substancje
bioaktywne podano w nowatorski sposéob, aby przyspieszy¢ wyksztatcenie
mikrobiomu jelit. Dlatego prebiotyki i synbiotyki podano juz dwunastej dobie
rozwoju embrionalnego, do komory powietrznej jaja.

W przeprowadzonym doswiadczeniu zbadano wpltyw podania
prebiotykow i synbiotyk6w in ovo na modulacje ekspresji genéw w $ledzionie,
migdatkach jelit §lepych i jelicie grubym. Wptyw wczesnej modulacji zarodkow
kurzych zalezy od uzytej substancji bioaktywnej i analizowanej tkanki. Jak
wykazano powyzej, substancjg, ktéra wywotala najwiecej zmian w ekspresji
genow, byt prebiotyk GOS (P2) w migdatkach jelit $lepych. GOS jest
galaktooligosacharydem powstatym w wyniku hydrolizy laktozy przez
galaktozylotransferaz¢ z Bifidobacterium bifidum NCIMB 41171 [Tzortzis
i wsp. 2005]. W badaniach innych naukowcow wykazano, iz prebiotyk ten
zmniejszenia inwazyjnos¢ Salmonelli enterica serovar Typhimurium w mysich
i $winskich modelach in vitro i in vivo [Tzortzis i wsp. 2005; Searle i wsp.
2009]. Uktad immunologiczny ptakOw nie posiada strukturalnych weztow
chtonnych, dlatego istotna cze$¢ odpowiedzi immunologicznej zachodzi
w $ledzionie i tkance limfoidalnej rozproszonej wzdtuz powierzchni bton
Sluzowych, tzn. tkance limfatycznej zwigzanej z btong Sluzowa (MALT).
Istotna czg¢s¢ MALT znajduje si¢ w obrebie GALT i sktada si¢ z kepek Peyera,
torby Fabrycjusza i licznych grudek limfoidalnych, obecnych gltownie
w migdatkach jelit $lepych [Friedman i wsp. 2003]. Migdalki jelit slepych
zawierajg az 45,7% grudek limfatycznych, dlatego sa glownym zrodtem funkcji
immunologicznej w przewodzie pokarmowym kury. Ponadto GALT taczy sie
ze $ledziong za posrednictwem wspdlnej blony Sluzowej, co sugeruje, ze
bakterie jelitowe wptywaja nie tylko na reakcje miejscowe, ale réwniez na
systemowe [Cesta 2006]. W odniesieniu do wynikow uzyskanych w niniejszej
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pracy, zdecydowana wickszo$¢ zmian molekularnych po podaniu in ovo
prebiotyku lub synbiotyku zostata wykryta w GALT (reprezentowanej przez
migdatki jelit $lepych), mniej w $ledzionie, ktora taczy si¢ z GALT za
posrednictwem btony §luzowej, a zdecydowanie najmniej w jelicie grubym.
Mozna to przypisaé réznicom anatomicznym i funkcjonalnym miedzy
badanymi tkankami. Sledziona jest zaangazowana w ogolnoustrojows
odpowiedzi immunologiczna, podczas gdy jelito grube jest pozbawione grudek
limfatycznych, a zatem jego komunikacja z mikrobiomem jelit jest ograniczona
[Lundin i wsp. 2008].

Poréwnanie liczby gendw wspdlnych i specyficznych dla wszystkich
grup doswiadczalnych za pomoca diagramow Venna wykazato, ze prebiotyki
(P1, P2) i synbiotyki (S1, S2) aktywowaly rézne zestawy genéw we wszystkich
tkankach. Oznacza to, iz prebiotyki i synbiotyki podane in ovo spowodowaty
odmienng reakcje organizmu. Synbiotyki stosowane w tym eksperymencie
zostaty opracowane w oparciu o trzyetapowg procedure selekcji, wynikajaca ze
wczesniejszych badan, majacg na celu:

1. okres$lenie synergistycznej interakcji miedzy prebiotykiem
i probiotykiem in vitro,

2. ocenie potencjalu immunomodulacyjnego synbiotyku wobec
komorek gospodarza in vitro [Stawiniska i wsp. 2016],

3. okreslenie dawek prebiotykow i synbiotykow podawanych in ovo
W oparciu 0 badania in vivo.

Pomimo tego starannego wyboru roznice w ekspresji genow migdzy
kurczetami, Ktérym podano prebiotyk i odpowiedni mu synbiotyk
(zawierajacymi ten sam prebiotyczny sktadnik) byly dos¢ zaskakujace.
Prebiotyk GOS wptynat na zmiane ekspresji wigkszej liczby genow
w migdatkach jelit slepych niz synbiotyk zawierajacy GOS i Lactococcus lactis
subsp. cremoris IBB 477. Zjawisko to moze tlumaczyé wcze$niej opisane
doswiadczenie przedstawiajace czas przenikania prebiotyku i probiotyku
z komory powietrznej do wngtrza jaja. Prebiotyki, jako weglowodory sktadajace
si¢ z kilkunastu (GOS) lub kilkudziesigciu (inulina) atomow wegla sa w stanie
szybko przedosta¢ si¢ do wnetrza jaja. Jednakze, bakterie probiotyczne ze
wzgledu na ich duze rozmiary (kilka — kilkanascie um) nie mogg przeniknaé
przez blong podskorupowsg i jako takie mogg by¢ pochtonicte przez piskle
w momencie wylggu. Poniewaz bakterie probiotyczne, ktére podano in ovo
podczas eksperymentu moga wykorzystywa¢ prebiotyki jako zrodta wegla,
mozna spekulowaé, iz czeS¢ prebiotyku zostala przez bakterie
zmetabolizowana, zanim przedostata si¢ do embrionu. Moze to wyjasnic,
dlaczego sam prebiotyk miat silniejszy wptyw na GALT niz ten sam prebiotyk
podany w potaczeniu z bakteriami probiotycznymi. Silniejszy efekt dziatania
prebiotykbw moze tez by¢ spowodowany faktem, iz po podaniu in ovo
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stymuluje rozwdj naturalnej probiotycznej mikroflory kurczat — specyficznej
dla drobiu. Stosowany w badaniach prebiotyk (GOS) byt izolowany z mleka
i nie jest gatunkowo specyficzny dla drobiu. Badania prowadzone na myszach
z naturalnym mikrobiomem i zmienionym na mikrobiom cztowieka, wykazaty
iz te o zmienionym sa bardziej podatne na zakazenia bakteryjne droga
pokarmowg [Kau i wsp. 2012].

Analiza proceséw biologicznych, ktore ulegly zmianie (funkcjonalna
analiza zmian w transkryptomie - rozdziat 4.4.2) wskazuje, ze GOS posiada
silny potencjat immunomodulacyjny. Podanie tej substancji bioaktywnej in ovo
powoduje zmiane ekspresji genéw zwigzanych z uktadem immunologicznym
w GALT. Kategoryzacja procesow biologicznych (za pomocg programu
cateGOrizer) z baza danych dotyczacych odpowiedzi immunologicznej
wykazata, ze wigkszo$¢ gendw o zmienionej ekspresji w migdatkach jelit
$lepych po podaniu GOS uczestniczyta w aktywacji i roznicowaniu limfocytow.
Przy wyjasnianiu tego zjawiska nalezy rozwazy¢ wzajemne oddzialywanie
mikrobiomu i organizmu gospodarza jako integralnej catosci ksztattujacej
funkcje przewodu pokarmowego. Kurczecy GALT jest niedojrzaty
w momencie wylegu i nie moze da¢ petnej odpowiedzi immunologicznej na
potencjalne patogeny [Smith i wsp. 2013]. Nowo wyklute piskleta polegaja
gtownie na wrodzonej odpowiedzi immunologicznej, dopoki ich przewod
pokarmowy nie zostanie skolonizowany przez mikroflore, co pobudza
dojrzewanie GALT [Bar-Shira i Friedman 2006]. Istnieja dowody, ze w ciaggu
pierwszych kilku dni po wylegu, GALT ptakéw ulega gwaltownym zmianom
[Friedman i wsp. 2003], w tym migracji limfocytow T z grasicy i zwigkszenia
liczby komorek B [Madej i Bednarczyk 2016]. Uzyskanie pelnej
funkcjonalnoéci immunologicznej przez GALT u nowo wyklutych kurczat
wigze si¢ z kolonizacja przewodu pokarmowego przez komensalng mikroflore,
a nastgpnie ewolucjg do stabilnego mikrobiomu, ktory zapewnia homeostaze
immunologiczng i konkurencyjne wykluczenie enteropatogenéw (NURMI
i RANTALA 1973). Populacje drobnoustrojéow przewodu pokarmowego
u kurczat osiagaja statg liczbe w czwartym dniu po wylegu, co wskazuje, ze
wczesna stymulacja korzystnej mikroflory jest bezwzgledng koniecznoscia,
gdyz w istotny sposdb wptywa na cate zycie danego osobnika [Ballou i wsp.
2016]. W zwiazku z tym, dostarczanie bifidogennego prebiotyku (np. GOS) do
zarodkowego GALT jest skutecznym sposobem promowania proliferacji
miejscowej mikroflory probiotycznej i szybszego dojrzewania odpowiedzi
immunologicznych jelit. Przeprowadzone doswiadczenia dostarczaja dowoddw,
iz iniekcja in ovo prebiotykiem przyczynia si¢ do dlugotrwalych zmian
w  funkcji GALT, wyrazonych dlugoterminowg regulacja szlakow
metabolicznych  zwigzanych z ukladem immunologicznym. Procesy
biologiczne, ktorych ekspresja ulegta zmianie, zidentyfikowane w migdatkach
jelit Slepych po podaniu GOS wskazujg, ze u dorostych brojleréw silnigj
rozwinieta byta adaptacyjna odpowiedz immunologiczna. W immunologicznie
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dojrzatym GALT, najskuteczniejszg strategia ochrony jelit przed bakteriami
jelitowymi jest zneutralizowanie antygendow zwigzanych z komoérkami
nablonkowymi [Lillehoj i Trout 1996]. Organizm osigga to przez wydzielanie
neutralizujgcych przeciwciat przez limfocyty nabtonkowe jelit (IEL).
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6. WNIOSKI

o

Prebiotyk przenika przez btone podskorupowg w ciggu dwoch dni od
podania in ovo w dwunastej dobie rozwoju embrionalnego do komory
powietrznej jaja.

Probiotyk, po podaniu in  ovo w dwunastej dobie rozwoju
embrionalnego do komory powietrznej jaja, pozostaje w niej do chwili
przebicia jej przez rozwijajacy si¢ zarodek w dziewietnastym dniu
rozwoju embrionalnego.

Podanie prebiotyku lub synbiotyku, in ovo w dwunastej dobie rozwoju
embrionalnego do komory powietrznej jaja, powoduje spadek ekspresji
genow zwigzanych z ukladem immunologicznym wraz z wiekiem
kurczat.

Prebiotyk podany in ovo ma silniejszy wplyw na zmiany ekspresji
gendw niz odpowiadajacy mu synbiotyk.

Prebiotyki spowodowaly zmian¢ ekspresji innych gendéw, niz
odpowiadajace im synbiotyki.

Najwiecej zmian W ekspresji genow wywotal prebiotyk GOS.

W migdatkach jelit §lepych i $ledzionie zaobserwowano najwigce]
gendw 0 zmienionej ekspresji na skutek podania substancji
bioaktywnych in ovo.
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STRESZCZENIE

Celem badan przedstawionych w niniejszej dysertacji bylo okreslenie
wplywu substancji prebiotycznych oraz synbiotycznych podanych in ovo w 12.
dobie rozwoju zarodkowego, na poziom ekspresji genow kurczat brojleréw.

W tym celu zaprojektowano doswiadczenie skladajace sie z trzech
etapow:

1. badania in vitro, ktore pozwolity sprawdzi¢ czy rdézne probiotyczne
szczepy  bakteryjne  wykazuja  zréznicowany  potencjal  do
immunostymulacji komorek gospodarza;

2. badania na embrionach, ktore pozwolity ustali¢ czy prebiotyk i bakterie
probiotyczne podane in ovo do komory powietrznej jaja przenikaja
przez blone podskorupowa do wnetrza jaja;

3. badania in vivo, ktére pozwolity okresli¢ jak zmienia si¢ ekspresja
genow zwigzanych z uktadem immunologicznym po podaniu in ovo
prebiotyku i synbiotyku w czasie zycia broilerow.

W badaniach in vitro jako model do$wiadczalny wykorzystano kurza
makrofagopodobna linie¢ komérkowa HDI11, ktora przez sze$¢ godzin byla
inkubowana razem z jednym z czterech szczepdw probiotycznych: Lactococcus
lactis subsp. cremoris IBB 477 (P1), Lactococcus lactis subsp. lactis IBB 2955
(P2), Lactobacillus Plantarum IBB 3036 (P3) oraz Lactobacillus salivarius
IBB 3154 (P4). Po inkubacji wyizolowano RNA, ktére zostalo uzyte do
wykonania calogenomowej mikromacierzy ekspresyjnej.

W badaniach na embrionach, do jaj w dwunastej dobie inkubaciji,
podano do komory powietrznej niebieski barwnik (imitujacy prebiotyk) Iub
bakterie Lactococcus lactis subsp. cremoris IBB 477 (probiotyk). W kolejnych
dniach rozwoju zarodkowego obserwowano migracj¢ barwnika, poprzez
otworzenie jaja oraz migracje bakterii, poprzez bobieranie probek réznych
fragmentéw jaja, ktore nastepnie inkubowano w medium selektywnie
namnazajagcym dla lactococcuséw (zmetnienie medium oznaczato obecnosé
bakterii w danym fragmencie jaja).

W badaniach in vivo do komory powietrznej jaj, w dwunastej dobie
rozwoju embrionalnego, podano w grupie kontrolnej sél fizjologiczna,
w grupach eksperymentalnych: inuling (P1), GOS (P2), inuling z L lactis subsp.
lactis IBB2955 (S1) oraz GOS + L lactis subsp. cremoris 1BB477 (S2). Po
wykluciu piskleta zostalty poddane seksowaniu, a nast¢gpnie kogutki o masie
okoto 42g pozostawiono do dalszego odchowu. Ptaki utrzymywano na $cidtce
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i zywiono ad libitum zgodnie z trzy-fazowym programem zywienia dla
broilerow Ross. Zwierzeta byty karmione standardowymi paszami handlowymi
otrzymanymi z Agrocentrum (Kaleczyn): starter (dzien 1 do 14), grower (dzien
15 do 30) i finiszer (dzien 31 do 34). W 1-szym, 14-stym i 35-tym dniu zycia
pobrano od pigciu osobnikow z kazdej grupy: $ledziong, migdatki jelit slepych
i fragment jelita grubego. Probki natychmiast zamrozono w cieklym azocie,
a nastgpnie przechowywano w -80°C. Z tkanek wyizolowano RNA, ktore
postuzyto do wzglednej analizy ekspresji gendow, a dla tkanek pochodzacych od
ptakdbw w 35 dniu Zzycia wykonano analiz¢ transkryptomu przy uzyciu
catogenomowej mikromacierzy ekspresyjne;j.

Badania in vitro wykazaly, iz zastosowane szczepy probiotyczne
spowodowaly duze zmiany w ekspresji genéw lini komorkowej HDI1.
Zaobserwowane zmiany $wiadcza o silnej immunostymulacji i aktywacji
reakcji prozapalnej, przy czym w grupach P1, P2, i P4 zmiany w ekspresji
genéw byly zblizone do siebie. W grupie P3 liczba genow o zmienionej
ekspresji byta znacznie mniejsza, a krotno$¢ zmian nizsza, co §wiadczy iz rézne
szczepy  probiotyczne  moga  wywolywaé  odmienng  odpowiedz
immunologiczng.

W badaniach na embrionach zaobserwowano iz niebieski barwnik
(imitujacy prebiotyk) zaczyna przenika¢ z komory powietrznej do wnetrza jaja
po dwoch dniach od podania. Przenikanie jest powolne i ciagle, przez co
prebiotyk dostaje si¢ do embrionu w sposdb powolny od podania do wylegu.
Bakterie probiotyczne natomiast pozostaja w komorze powietrznej do momentu

legu.

Badania in vivo wykazaty, iz najsilniejsze zmiany (spadek) w ekspresji
genoéw zwiazanych z uktadem immunologicznym nastepuje w 35. dobie zycia
broiler6w. Analiza transkryptomu dla tego punktu czasowego wykazata iz
najwigcej zmian wywotal GOS (P2) w migdatkach jelit §lepych. Najmniej
zmian obserwowano dla jelita grubego. Analiza podobienst pomigdzy grupami
wykazata iz tylko niewielka liczba gendw o zmienionej ekspresji jest wspdlna
miedzy grupami, co wigcej podobienstw tych jest tez niewiele pomiedzy
prebiotykiem, a synbiotykiem zawigrajacym ten sam zwigzek bioaktywny.
Procesy biologiczne, ktorych ekspresja ulegla zmianie po podaniu in ovo P2
w migdatkach jelit Slepych, byly zwigzane gldwnie: z odpowiedzig na stres
(25%), produkcja cytokin (18%), metabolizmem (10%), odpowiedzia
immunologiczng (10%), metabolizmem biatek (7%), pozostala cze$¢ procesow
biologicznych byta zwigzane z r6znymi funkcjami uktadu immunologicznego.
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SUMMARY

The purpose of the study presented in this dissertation was to determine
the effects of prebiotic and synbiotic delivered in ovo on the 12th day of
embryonic development on the gene expression level of the broiler chickens.

A three stage experiment was designed:

1. Invitro studies that have shown that different probiotic bacterial strains
exhibit differentiated potentials for immunostimulation of host cells;

2. Tests on embryos that have determined whether the probiotic and
probiotic bacteria injected in ovo to the air chamber of the egg penetrate
the eggshell into the egg;

3. In vivo studies that have determined how the expression of immune-
related genes during broiler’s life span is changed due to prebiotics and
synbiotics administration in ovo.

In vitro experiment was based on chicken macrophage-like cell line
HD11, which was incubated for six hours with one of four probiotic strains:
Lactococcus lactis subsp. Cremoris IBB 477 (P1), Lactococcus lactis subsp.
lactis IBB 2955 (P2), Lactobacillus Plantarum IBB 3036 (P3) and
Lactobacillus salivarius IBB 3154 (P4). After incubation, a RNA was isolated
for the whole genome microarrays analysis.

In the embryo test, eggs on the 12 day of incubation were injected with
a blue dye (imitating a prebiotic) or Lactococcus lactis subsp. cremoris IBB 477
(probiotic). In the following days of embryo development, dye migration and
bacterial migration were observed by picking samples of various egg samples
which were subsequently incubated in a lactococcus selective medium.

In vivo test was based on the in ovo injection on the 12 day of
incubation one the following substances: saline (P1), GOS (P2), inulin with L
lactis subsp lactis IBB2955 (S1) or GOS + L. lactis subsp. cremoris IBB477
(S2). After hatching, the chicks were sexed and then the cockers weighing about
429 were selected for the experiment. Birds were fed ad libitum according to
Ross's three-phase feeding program. Feed was obtained from Agrocentrum
(Kaleczyn). The standard feeding regime was as follows: starter (day 1 to 14),
grower (day 15 to 30) and finisher (day 31 to 34).

On the 1st, 14th, and 35th day of life, five individuals from each group
were sacrificed and selected tissues were taken: spleen, cecal tonsils, and large
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intestine. The samples were immediately frozen in liquid nitrogen and then
stored at -80 ° C. RNA was extracted from tissues and subjected to relative gene
expression analysis, and to whole transcriptome analysis (day 35" only).

In vitro studies have shown that the probiotic strains caused major
changes in gene expression in the HD11 cell line. The observed changes
demonstrated strong immunostimulation and activation of the proinflammatory
response, in group: P1, P2, and P4. In group P3, the number of genes with
altered expression was significantly lower and the fold change was lower,
suggesting that different probiotic strains may produce a different immune
response.

Embryonic studies have shown that blue dye (imitating a prebiotic)
begins to penetrate from the air chamber into the egg within two days of
administration. Penetration is slow and continuous, so that the prebiotic gets to
the embryo in a slow doses. Probiotic stays in the air chamber until hatch.

In vivo studies have shown that the strongest changes (downregulation)
in gene expression of genes associated with the immune system occur on the
35th day of life. Whole transcriptome analysis at this time point revealed that
most of the changes are induced by GOS (P2) in the cecal tonsils. The lowest
number of changes in gene expression was observed in the large intestine.
Similarity analysis between the experimental groups showed that only a small
number of genes with altered expression is common between groups. Moreover
there is low level of similarity between the prebiotic and the synbiotic which
contains the same prebiotic. Biological processes that have been altered by P2
in the tonsils were mainly related to: response to stress (25%), cytokine
production (18%), metabolism (10%), immune response (10%), protein
metabolism (7%), the remaining part of biological processes was associated
with various functions of the immune system.
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