Dr hab. Marek Skrzypski Poznan, 20.08.2022
Katedra Fizjologii, Biochemii

i Biostruktury Zwierzat

Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu

Ul. Wotynska 35

60-637 Poznan

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Kingi Aleksandry Orzechowskiej pt.
Wplyw chemeryny na profil transkryptomiczny i proteomiczny blony sluzowej

macicy swini domowej (Sus scrofa domestica L.) w okresie implantacji

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska zostala zrealizowana pod opieka Pani
prof. dr hab. Niny Smolinskiej w Katedrze Anatomii i1 Fizjologii Zwierzat
Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie. Dysertacja sklada si¢ z cyklu

dwoch stanowigcych spojnag catos¢ artykutow opublikowanych w 2022 roku:

1. Orzechowska K, Kopij G, Paukszto L, Dobrzyn K, Kiezun M, Jastrzebski J,
Kaminski T, Smolinska N. Chemerin effect on transcriptome of the porcine
endometrium during implantation determined by RNA-Sequencing. (2022) Biology
of Reproduction. DOI: 10.1093/biolre/ioac063

2. Orzechowska K, Dobrzyn K, Kiezun M, Malinowska A, Swiderska B, Kaminski T,
Smolinska N. Chemerin Effect on the Endometrial Proteome of the Domestic Pig
during Implantation Obtained by LC-MS/MS Analysis. (2022) Cells. DOI:
10.3390/cells11071161

Sumaryczny IF publikacji (w roku opublikowania) wynosi 10,885, a tgczna liczba
punktéw MEIN to 340. Pani mgr Kinga Orzechowska jest pierwszym autorem we
wszystkich publikacjach, a jej udzial w powstawaniu prac byl wiodgcy i zgodnie z
zalgczonymi oswiadczeniami sktadato si¢ na niego opracowanie koncepcji i metodyki
badan, wykonanie badan laboratoryjnych, opracowanie, zarzadzanie oraz walidacja
wynikéw. Ponadto, co wazne Doktorantka przygotowata pierwsze wersje
manuskryptéw oraz udzielita odpowiedzi na recenzje tych prac. Dopelnieniem czgsci

dysertacji sktadajacej si¢ publikacji jest dotgczone opracowanie w jezyku polskim.



Tematem badawczym podjetym podczas realizacji rozprawy doktorskiej byto
okreslenie wplywu biatka chemeryny na zmiany transkryptomiczne oraz
proteomiczne w blonie $luzowej macicy $wini domowej w okresie implantacji.
Badania wykonano w ukladzie in vitro. Chemeryna jest zaliczanym do adipokin
biatkiem odkrytym niemal 20 lat temu dlatego jej rola w organizmie jest dosy¢ dobrze
scharakteryzowana przez opublikowane do tej pory dane eksperymentalne. Warto
zaznaczy¢, ze dostepne dane literaturowe wykazaty udzial chemeryny w procesach
zwigzanych z funkcjonowaniem uktadu rozrodczego takimi jak angiogeneza oraz
steroidogeneza w jajnikach oraz dojrzewanie oocytow. Co wazne, wczesniejsze
badania wykazaty obecnos¢: chemeryny oraz jej receptorow w macicy. Ponadto
dowiedziono, ze u $wini poziom chemeryny w plynie macicznym wzrasta w okresie
implantacji. Wyniki te dostarczyly cennych informacji pomocnych w formutowaniu
oraz uzasadnieniu postawionych hipotez badawczych, nie ujmujac w zadnym stopniu
nowatorskiemu charakterowi planowanych badan.

Jak wspomnialem powyzej rozprawe doktorskg stanowig przede wszystkim dwie
opublikowane oryginalne prace tworcze, ktore majgc na uwadze wysoka range
czasopism, w ktorych si¢ ukazaly podlegly juz wnikliwej i merytorycznej recenzji.
Dlatego tez swoja ocene skupi¢ przede wszystkim na wchodzacym w sktad rozprawy
opracowaniu w jezyku polskim, metodyce badan, zatozeniach pracy oraz uzyskanych
wynikach.

Uwazam, ze opracowanie polskojezyczne zostato nalezycie i rzetelnie przygotowane.
Rozpoczyna je wstep, w ktorym Doktorantka w wyczerpujacy sposob charakteryzuje
chemeryne jej receptory oraz role sytemu chemerynowego w regulacji wybranych
proceséw biologicznych, w tym biologii ukladu rozrodczego. Kolejng czescig
opracowania jest postawienie hipotezy badawczej oraz sformutowanie
zrealizowanych w dwoch publikacjach celéw badawczych. Istotng czes¢ pracy
stanowi opis metod, ktory w przewazajacej cze$¢ jest wyczerpujacy, a ewentualne
uwagi przedstawi¢ ponizej. W tym momencie warto rowniez podkresli¢, ze warsztat
metodyczny Doktorantki jest bardzo rozbudowany i bedzie za pewne bardzo dobra
postawg kolejnych sukcesow naukowych. Nastgpnie Doktorantka opisuje wyniki
opublikowane w artykulach. Za najwazniejsze osiggniecia wykazane w pierwszej
publikacji nalezy uzna¢, wykazanie zmian w ekspresji w przypadku 130 genow,
zaobserwowano rowniez zmiany w ekspresii 12 IncRNAs. Kolejnym cennym

wynikiem jest identyfikacja 386 transkryptow w obrebie, ktérych wykazano miejsca
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splicingowe o zmiennym profilu ekspresji. Co wazne nie ograniczono si¢ jedynie do
metody Sekwencjonowania Nastepnej Generacji, a czg$¢ wynikow z powodzeniem
potwierdzono metodg PCR w czasie rzeczywistym. Jesli chodzi o druga z prac to
stanowi ona bardzo cenne uzupetnienie rezultatow pierwszej publikacji, gdyz dotyczy
zmian w globalnej produkcji bialek scharakteryzowanej za pomoca metody
Chromatografii Cieczowej Sprzezonej z Tandemowa Spektrometria mas (LC-
MS/MS). Podobnie, jak w przypadku pierwszej z publikacji tak i tutaj Doktorantka
nie ograniczyla si¢ do jednej metody, poniewaz zmiany w poziomie produkcji
wybranych biatek potwierdzono technikg Western blot. W pracy tej dowiedziono
zmian w poziomie produkcji 352 biatek, ktore powigzano z 47 adnotacjami
funkcjonalnymi. Przeprowadzone analizy ontologiczne genow oraz bialek dostarczyty
przekonywujgcych dowodow na udziat chemeryny w regulacji takich procesow jak
migracja i adhezja komorek, angiogeneza oraz odpowiedz immunologiczna. Ponadto
dowiedziono potencjalnego wplywu chemeryny na w syntezie hormondw
steroidowych oraz odpowiedzi komdrek na progesteron. Calo$¢ opracowania w
jezyku polskim uzupelniajg rozdziatly Ograniczenia badan oraz Podsumowanie i
wnioski koncowe. Uwazam, rozdziat Ograniczenia badan jest cenng czescig
opracowania poniewaz $wiadczy dociekliwosci naukowej, swiadomosci wykonania
kolejnych badan oraz interpretacji wynikow co jest dowodem na dojrzatos¢ naukowa
mgr Kingi Orzechowskiej. Z mojego punktu widzenia zabraklo chociaz skrétowej
dyskusji wynikow. Mam jednak $wiadomosé, ze zostato to wyczerpujaco wykonane
w zalgczonych publikacjach, ktore stanowig najwazniejszg czg$S¢ rozprawy
doktorskiej. Jesli chodzi o dobor literatury uwazam, ze zaréwno w przypadku
opracowania po polsku jak i dwoch publikacji jest on stosowny i aktualny. Ponizej
przedstawi¢ swoje komentarze i pytania do Doktorantki, ktére nasungly mi si¢
podczas lektury polskojezycznego opracowania oraz cyklu publikacji:

1. Doktorantka w opisie metodyki podaje, ze Sukces zaplodnienia oraz stopien
zaawansowania cigzy potwierdzono poprzez obecnos¢ i oceng morfologiczng
zarodkow. Na czym polegala ocena morfologiczna zarodkéw odpowiadajaca
15-16 dniu cigzy? Czy sukces zaplodnienia mierzony byl poprzez ilosé
zaptodnionych zarodkow oraz czy byt zblizony u wszystkich loch? Czy w
doswiadczeniu okreslono kryteria wykluczenia zwierzat z doswiadczenia,

jakim np. byla liczba zarodkéw w macicy?



2. Dlaczego do wyboru skrawkéw zdecydowano si¢ wykorzystaé tkanki ze
srodkowego fragmentu rogu macicy? Czy fragmenty pobierano z miejsca
implantacji zarodka?

3. Jak wspomnialem powyzej waznym elementem rozprawy jest opis ograniczen
przeprowadzonych badan. Doktorantka trafnie wspomina, ze obserwacje
dotycza jedynie warunkow in vitro. W przeprowadzonym badaniu
wykorzystano jedynie mtode zwierzgta. Czy doktorantka mogtaby sie odniesé¢
na temat swoich przemyslen dotyczacych wplywu chemeryny na ekspresje
genow 1 produkcje biatek u wielorodek?

4. Czy doktorantka moglaby uzasadni¢ wybor czasu inkubacji (24 godziny) z
badanym hormonem?

5. Czy Doktorantka planuje kolejne badania? Jes$li tak to czy moglaby
scharakteryzowa¢ jakie kroki podejmie w celu dalszej charakterystyki roli
chemeryny w regulacji implantacji i rozwoju zarodka?

6. Czy dostepne sg jakie$ dane na temat profilu ekspresji receptorow chemeryny
macicy w trakcie implantacji zarodka?

7. Rozumiem, ze podane w opisie hodowli komorkowej stezenie tlenu (95%) jest
pomylka, a Doktorantce chodzito o steZzenie powietrza.

8. Z punktu widzenia czytelnika polskojezycznego opracowani, uwazam, ze

powinien si¢ w nim znalez¢ wykaz skrotow.

Podsumowujac recenzj¢ uwazam, ze przeprowadzone badania s3 nowatorskie oraz
dostarczyty cennych informacji na temat potencjalnej roli hormonu chemeryny w
regulacji funkcji rozrodczych, w szczegolnosci w kontekscie zmian dotyczacych
procesow metabolicznych oraz odpornosciowych podczas implantacji zarodka. Na
uznanie zastuguje kompleksowos¢ przeprowadzonych eksperymentow poniewaz
wplyw chemeryny badano na poziomie RNA ale rowniez biatka, co jest cennym
wzbogaceniem wynikéw. Dlatego tez warto$¢ poznawcza uzyskanych wynikow jest
bardzo wysoka. Majac na uwadze, ze problemy zwigzane z rozrodem dotycza nie
tylko zwierzat hodowlanych, ale sg coraz powszechniejszym zjawiskiem w
medycynie ludzkiej uwazam, ze obserwacje te sa bardzo cenne i z pewnoscig

doczekaja sie kontynuacji wigczajac badania in vivo.



Whiosek koncowy

Podsumowujgc powyzsze uwagi w moim przekonaniu rozprawa spelnia wszystkie
warunki okreslone w artykule 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach i
tytule naukowym oraz o stopniach i tytule naukowym w zakresie sztuki (Dz.U. z
2003 r. Nr 65, poz. 595 z pdzniejszymi zmianami) stawiane rozprawom
doktorskim. Dlatego tez zwracam si¢ do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki
Biologiczne Wydziatu Biologii i Biotechnologii Uniwersytetu Warminsko-
Mazurskiego w Olsztynie z wnioskiem o przyjecie rozprawy doktorskiej Pani mgr
Kingi A. Orzechowskiej oraz dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapow
przewodu doktorskiego. Ponadto, ze wzgledu na wysoka warto$¢ poznawcza
rozprawy, potwierdzong publikacjami w cieszacych si¢ duzym uznaniem

czasopismach naukowych wnioskuj¢ do Wysokiej Rady o wyrdznienie rozprawy
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doktorskie;j.



