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Dr hab. Anna Széstek-Mioduchowska Olsztyn, 26.08.2022
Zaktad Immunologii i Patologii Rozrodu

Instytut Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci

Polskiej Akademii Nauk w Olsztynie

Ocena rozprawy doktorskiej mgr Kingi Aleksandry Orzechowskiej
pt. ,, Wplyw chemeryny na profil transkryptomiczny i proteomiczny blony Sluzowej
macicy $wini domowej (Sus scrofa domestica L.) w okresie implantacji”

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Kingi Aleksandry
Orzechowskiej pt. ,,Wplyw chemeryny na profil transkryptomiczny i proteomiczny blony
Sluzowej macicy swini domowej (Sus scrofa domestica L.) w okresie implantacji” wykonana
zostata pod opieka Promotora naukowego Pani Prof. dr hab. Niny Smolinskiej w Katedrze
Anatomii i Fizjologii Zwierzat na Wydziale Biologii i Biotechnologii Uniwersytetu
Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie. Badania do pracy realizowano w ramach projektu
OPUSI13 (2017/25/NZ9/00040) finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki oraz
Programu  Rozwojowego  Uniwersytetu = Warminsko-Mazurskiego ~w  Olsztynie:
POWR.03.05.00-00-Z310/17 wspotfinansowanego przez Uni¢ FEuropejska w ramach
Europejskiego Funduszu Spotecznego.

Podstawg ocenianej pracy doktorskiej sa dwie spdjne tematycznie, oryginalne
publikacje naukowe oraz poprzedzajace je zwiezle, polskojezyczne opracowanie w formie
manuskryptu. Publikacje ukazaly sie¢ w recenzowanych, miedzynarodowych czasopismach
z listy Journal Citation Reports (JCR) w roku 2022. Publikacje stanowigce rozprawe
doktorska:

1. 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. Cells. 2022  Mar
30;11(7):1161. (IF=6,663; MEiN=140)

2. 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. Biol Reprod. 2022 Mar 25: ioac063.
(IF=4,285; MEiN=200) ,
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Laczny wspdtezynnik oddziatywania (IF) czasopism, w ktorych opublikowano prace
stanowigce rozprawe doktorska, wynosi 10,885, natomiast suma punktéw MEIN to 340.

W obu publikacjach Pani mgr Kinga Aleksandra Orzechowska jest pierwszym
autorem, a Jej znaczacy wklad w ich powstanie nie budzi watpliwosci. Zgodnie
z dotgczonymi do rozprawy doktorskiej oswiadczeniami wszystkich wspotautoréw publikacji,
udziat Doktorantki w kazdej z prac byt wiodacy i polegal na opracowaniu koncepcji
i metodyki badan, przeprowadzeniu badan laboratoryjnych, analizie i zarzgdzaniu danymi,
opracowaniu i walidacji wynikdéw, przygotowaniu pierwotnej wersji manuskryptu i udzieleniu
odpowiedzi recenzentom podczas procesu publikacji. Uwazam jednak, ze wskazane bytoby
podanie udziatu procentowego zaangazowania Autorki 1 wspdtautorow w powstanie prac.

Publikacje stanowigce podstawe rozprawy doktorskiej sg spdjne tematycznie
i skupiajg si¢ wokot wplywu chemeryny na profil transkryptomiczny i proteomiczny btony
sluzowej macicy $wini domowe]j w okresie zagniezdzenia zarodka. Podjeta przez Doktorantke
tematyka badawcza jest w pelni uzasadniona i jest kontynuacjg tematyki badawczej
Promotora pracy prof. dr hab. Niny Smolinskiej oraz Zespotu badawczego, w ktorym praca
byta realizowana.

Gléwnym tematem publikacji, bedacych podstawa rozprawy doktorskiej, jest wplyw
chemeryny na profil transkryptomiczny i proteomiczny blony $luzowej macicy $wini
w okresie zagniezdzenia zarodka. Chemeryna jest hormonem wydzielanym przede wszystkim
przez tkanke thuszczowa, ktdry odgrywa role w regulacji homeostazy energetycznej, a takze w
reakcji zapalnej oraz reakcji na stres. Biatko to wigze si¢ z trzema receptorami nalezacymi do
rodziny receptorow sprz¢zonych z biatkiem G: receptorem 1 podobnym do chemokin
(CMKLR1), receptorem 1 zwigzanym z biatkiem G (GPR1) oraz receptorem 2 podobnym do
chemokin (CCRL?2). Ekspresja chemeryny i jej receptoréw wystepuje w wielu tkankach
u ludzi, gryzoni, bydta i §win. Wyniki badan wskazujg na wazng role chemeryny w uktadzie
rozrodczym w procesach, takich jak: angiogeneza, steroidogeneza, apoptoza, proliferacja
komorek i dojrzewanie oocytéw w jajniku u tych gatunkéw. Wykazano ekspresje chemeryny
w strukturach osi podwzgorze-przysadka-gonady oraz w macicy i zarodkach $wini. Stezenie
chemeryny w plynie macicznym wzrasta w 15 dniu cigzy w stosunku do dnia 12-13 cigzy
u $wini. Ekspresja receptora CCRL2 na poziomie bialka zwigksza si¢ w 15-16 dniu cigzy
w Dblonie §luzowej macicy $wini, co sugeruje wazng role chemeryny w procesach

zachodzacych w okresie zagniezdzenia zarodka. Jednakze rola chemeryny w tym procesie nie
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zostata do tej pory opisana. Przedlozona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Kingi
Aleksandry Orzechowskiej ma na celu poznanie wplywu chemeryny na ekspresj¢ biatek
i genéw w okresie zagniezdzenia zarodka, a tym samym dzigki analizie bioinformatycznej
okreslenie jej roli w procesach zachodzacych w tym waznym okresie cigzy. Uzyskane wyniki
majg wiec nie tylko znaczenie poznawcze, ale réwniez praktyczne, bioragc pod uwage,
wysoka  $miertelnos¢  zarodkow  (20-30%) w  okresie okotoimplantacyjnym
u $win. Dokladne zrozumienie molekularnych aspektéw komunikacji matki i zarodka
w okresie zagniezdzenia zarodka oraz okreslenie roli hormonow wytwarzanych przez
tkanke tluszczowa moze odgrywaé rol¢ w ograniczeniu zjawiska wczesnej zamieralno$ci
zarodkow, a tym samym zwickszy¢ ilos¢ zywych urodzen, co ma duze znaczenie
ekonomiczne w hodowli tego gatunku. Ponadto uzyskane wyniki sg niezwykle ciekawe w
kontek$cie powigzania roli czynnikow uwalnianych przez tkanke tluszczows
z procesami rozrodczymi.

Celem pierwszej publikacji stanowigcej rozprawe doktorska, opublikowanej
w Biology of Reproduction, byto okreslenie wptywu chemeryny na profil transkryptomiczny
btony $luzowej macicy §wini w okresie wczesnej cigzy. Skrawki btony sluzowej macicy
pobrane od loszek bedacych w 15-16 dniu cigzy hodowano w warunkach in vitro z dodatkiem
chemeryny w stezeniu 400 ng/ml. Nastgpnie w zebranym materiale okreslono profil
transkryptomiczny przy uzyciu metody sekwencjonowania nastepnej generacji.
W odpowiedzi na dziatanie chemeryny w warunkach in vitro zidentyfikowano 130 genow
wykazujacych zmiany ekspresji, w tym 58 gendéw wykazalo wzrost ekspresji, natomiast 72
geny wykazaly obnizenie ekspresji. Geny zostaly przypisane do 73 adnotacji funkcjonalnych.
Wykazano réwniez 12 dtugich, niekodujgcych sekwencji RNA o zmienionej ekspres;ji.
Uzyskane wyniki byly walidowane poprzez wykonanie analizy gPCR m.in. dla nastepujacych
genow: PRL, CGA, IL7R, NAMPT, ITGpS, FSHp, GHI, LAMA3. Uzyskane wyniki badan
sugerujg, ze chemeryna wptywa na ekspresje gendw zaangazowanych w takie procesy jak
migracja i adhezja komdrek, angiogeneza, reakcje zapalne oraz steroidogeneza
w Dblonie Sluzowej macicy $wini podczas zagniezdzenia zarodka. Wskazuje to na jej
potencjalng role jako czynnika regulujacego poprawny przebieg procesu zagniezdzenia
zarodka.

Celem drugiej publikagji, stanowiacej rozprawe doktorska, opublikowanej w Cells,

byto okreslenie wptywu chemeryny na profil bialkowy blony $luzowe]j macicy $wini
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w okresie wczesnej cigzy. Skrawki btony sluzowej macicy loszek bedacych w 15-16 dniu
cigzy hodowano w warunkach in vifro z dodatkiem chemeryny w stezeniu 400 ng/ml.
Nastepnie w zebranym materiale okre$lono profil proteomiczny przy uzyciu metody
chromatografii cieczowej sprzezonej z tandemowsa spektrometria mas (LC-MS/MS).
W odpowiedzi na dzialanie chemeryny w warunkach in vitro zidentyfikowano 352 bialka
wykazujace zmienng ekspresje, w tym 164 bialka wykazaty wzrost ekspresji, natomiast 188
bialek wykazato obnizenie ekspresji w wyniku podania chemeryny. Bialka zostaly powigzane
z 47 adnotacjami funkcjonalnymi. Uzyskane wyniki byty walidowane poprzez wykonanie
analizy Western-blot dla nastepujacych biatek: IFITS5, TGF-f1, ACO1 oraz PGRMCI.
Uzyskane wyniki badan sugeruja, iz chemeryna wptywa na ekspresje biatek zaangazowanych
w takie procesy jak proliferacja, migracja i inwazja komdrek, angiogeneza, reakcje zapalne
oraz wrazliwo$¢ na progesteron w btonie §luzowej macicy $wini podczas zagniezdzenia
zarodka. Wskazuje to na potencjalng role chemeryny jako czynnika regulujacego prawidlowy
przebieg procesu zagniezdzenia zarodka.

Dane przedstawione w obu publikacjach majg charakter nowatorski. Ich analiza byla
dla mnie satysfakcjonujaca. Publikacje stanowigce rozprawe doktorska byty juz recenzowane.
Strona merytoryczna i warto$¢ naukowa uzyskanych wynikdw byta wnikliwie oceniana przez
Recenzentow i Edytora czasopism, ktorzy zaakceptowali prace do druku, co znacznie utatwia
zadanie Recenzentowi pracy doktorskiej. Przedstawione prace eksperymentalne stanowig
logiczng catosé, cele prac sg jasno sprecyzowane, metody 1 wyniki sg opisane szczegotowo,
dyskusja jest przeprowadzona w sposéb prawidtowy. Warto$¢ poznawcza prac jest bardzo
wysoka, o czym $wiadczy fakt ich opublikowania w renomowanych czasopismach
naukowych.

W sktad omawianej rozprawy doktorskiej, oprocz dwdéch wymienionych publikacji
naukowych, wchodzi 38 stronicowe opracowanie w formie manuskryptu zawierajace
streszczenie w jezyku polskim i angielskim, spis publikacji sktadajacych sie na rozpraweg
doktorska, wstep, rozdzial opisujacy hipotezg¢ badawcza, cele i zakres badan, rozdzial
opisujacy materialy i metody, rozdziatl opisujgcy otrzymane wyniki, rozdzial opisujacy
ograniczenia  badan, podsumowanie 1  wnioski oraz = wykaz  bibliografii
w liczbie 57 pozycji, kopii publikacji oraz os§wiadczen autoréw publikacji. Opracowanie jest
przygotowane w sposéb staranny, chociaz w kilku miejscach Doktorantka stosuje skroty

myslowe (np. chemeryna kontroluje (...) stany zapalne” (str. 4); ,,sSrodowisko hormonalne”
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(str. 5); ,,mechanizméw molekularnych rzadzacych implantacjg” (str. 11); ,,badania in vitro
na ludziach” (str. 12); ,.fiolka” (14); ,.kazdg probe (kontrola + chemeryna; n=4" (str. 19), czy
zapozyczenia z jezyka angielskiego (np. ,,molekul” (str. 11), ,,embrion6w” (str. 11), ,,numer
akcesyjny”). Przedstawione przyktady nie umniejszaja jednak w zaden sposéb wartosci
przedstawionej dysertacji i nie wplywaja na jej ocene. Bibliografia, do ktérej odnosi sig
Doktorantka, jest wybrana w sposob adekwatny i odnosi si¢ do najnowszych badan
naukowych w przedstawionym zagadnieniu. Z obowiazku Recenzenta musze jednak
wspomnieé, iz w spisie literatury pozycja Liu 2008 jest niekompletna.

W dwustronicowym  Wstepie opracowania polskojezycznego  Doktorantka
przedstawita w bardzo oszczedny sposob stan wiedzy w zakresie omawianego zagadnienia, co
budzi moj niedosyt. Poszerzenie Wstepu o ogodlne informacje dotyczace chemeryny i jej
dzialania w procesach fizjologicznych, doktadne opisanie ekspresji receptoréw chemeryny
w macicy $wini we wczesnej cigzy, przedstawienie w zwigzlej formie informacji o roli tkanki
ttuszczowej w procesach rozrodezych podniostoby warto$é przygotowanego opracowania
i podkreslitoby dodatkowo, jak waznag role moze odgrywa¢ chemeryna w tym okresie.
Ponadto stwierdzenie ,,(...) metabolizm i funkcje rozrodcze organizmu sa ze sobg Scisle
powigzane” wydaje mi si¢ by¢ skrotem myslowym, jesli wzigé pod uwage, ze metabolizm jest
to szereg reakcji biochemicznych oraz towarzyszacych im przemian energetycznych
zachodzacych w komorce.

Cele pracy oraz hipoteza pracy zostaly jasno i poprawnie sformutowane. Hipoteza
badawcza zostata zweryfikowana poprzez 2 zadania badawcze.

Rozdziat Materialy i Metody jest szczegélowy i obszerny. Zostal podzielony
na podrozdzialy, co pozwala z tatwoscia $ledzi¢ poszczegodlne etapy pracy eksperymentalne;
oraz analizy danych. Skrawki blony sluzowej macicy pobrane od loszek bedacych w 15-16
dniu cigzy hodowano w warunkach in vitro z dodatkiem chemeryny w stezeniu 400 ng/ml.
Nastepnie w zebranym materiale oznaczono wptyw chemeryny na: (1) globalng ekspresje
gendw przy uzyciu metody sekwencjonowania nastepnej generacji, (2) globalng ekspresje
bialek przy uzyciu LC-MS/MS. Doktorantka opisuje poszczegélne etapy zar6wno pracy
laboratoryjnej, jak i analizy bioinformatycznej uzyskanych wynikéw. Podczas badan
wykorzystala takie metody jak wspomniane hodowle tkankowe, NGS, LC-MS/MS, qPCR
oraz Western-blot, ale takze nieopisang w Materiatach i Metodach analize¢ aktywnosci

dehydrogenazy mleczanowej. Sposob  zaplanowania, wykonania oraz opisania
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przeprowadzonych doswiadczen §wiadczy o duzym zrozumieniu i dobrym przygotowaniu

Doktorantki do wykonywania prac eksperymentalnych.

Mimo starannie przygotowanego opisu rozdzialu Materialy i Metody, po jego lekturze
nasungty mi si¢ pewne spostrzezenia 1 pytania. W polskojezycznym opracowaniu,
w przeciwienstwie do przedtozonych publikacji zabrakto informacji o zgodach Lokalnej
Komisji Etycznej, informacji o medium hodowlanym i jego suplementach, wielko$ci/masie
skrawkow macicy uzytych w hodowlach tkankowych, rodzaju odczynnikéw uzytych do
pomiaru aktywnos$ci dehydrogenazy mleczanowej oraz wynikach tych pomiaréow. Dodatkowo
chciatabym, aby Doktorantka uzupetnita nastepujace informacje:

1. gdzie wykonano sekwencjonowanie nastepnej generacji? Informacja taka widnieje
w przypadku opisu analizy proteomiczne;j.

2. jaka byta minimalna liczba odczytéw w sekwencjonowaniu nastepnej generacji?

3. jakie byly kryteria wyboru krotnosci zmian poziomu ekspresji genéow uzyskanych
w wyniku sekwencjonowania nastepnej generacji?

4. czy podane ilosci sktadnikéw mieszaniny reakcyjnej do reakcji qPCR na stronie 17 sa
prawidlowe?

5. dlaczego przyjeto odciecie krotnosci na stosunkowo niskim poziomie + 1.2 podczas
analizy danych pochodzacych z LC-MS/MS?

6. przyjmuje sie, ze TGF-B1 jako monomer posiada mase¢ molekularng 12,5 kDA, cytokina
ta wystepuje zazwyczaj jako dimer o masie molekularnej 25 kDA, zatem czy zamierzone
byto w analizie Western blot uzycie przeciwciat skierowanych przeciwko TGF-B1 o masie
czasteczkowej 44 kDA, co odpowiada nieaktywnemu kompleksowi TGFB1-LAP?

W rozdziale Wyniki Pani mgr Kinga Aleksandra Orzechowska z duzg dbalo$cig
opisata wyniki zawarte w pracach stanowigcych rozprawe doktorskg. Rozdziat ten zostat
podzielony na podrozdziaty, z ktorych kazdy dotyczy osobnej pracy badawcze;j.
Przedstawione wyniki zawieraja bezposrednie odnosniki do Tabel oraz Rycin zawartych w
publikacji 1 oraz 2. Rozdzial ten przygotowany jest w sposob rzetelny i1 przejrzysty.

W rozdziale Ograniczenia badan Doktorantka opisala ograniczenia przeprowadzonych
doswiadczen, co wskazuje na jej wysoka $wiadomos¢ naukowa dotyczaca prowadzonych
badan.

W rozdziale Podsummyanie i wnioski Pani mgr Kinga Aleksandra Orzechowska

wysnuta dwa wnioski. Niemniej jednak w mojej opinii Doktorantka nie wykorzystala
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potencjatu tkwigcego w uzyskanych wynikach podczas ich interpretacji oraz formulowania

wnioskéw. W moim odczuciu rozdziat ten powinien by¢ bardziej rozbudowany. Ponadto

uwazam, iz bez badan funkcjonalnych otrzymane wyniki jedynie sugeruja udziat chemeryny

w migracji i adhezji komorek etc., a nie jak widnieje we wniosku pierwszym, wskazuja, ze

chemeryna bierze udziat w kontroli, migracji i adhezji komoérek. Co wiecej, wniosek

dotyczacy roli chemeryny jako czynnika zwigzanego z dysfunkcja komoérek $rodblonka

w patogenezie stanu przedrzucawkowego wydaje si¢ nadinterpretacja.

Chcialabym réwniez, aby Pani mgr Kinga Aleksandra Orzechowska odniosta si¢

do nastepujacych pytan:

1.

cytujac informacje zawartg na stronie 12 ,,(...) wykazano, ze chemeryna obecna jest (...)
w macicy, trofoblastach i zarodkach $wini (..)”, ktore komoérki wg Autorki sg gtdéwnym
zrédlem chemeryny w macicy, trofoblastach i zarodkach §wini? Czy badana w 15-16
dniu cigzy chemeryna pochodzi z macicy, zarodka, czy tkanki tluszczowej? Jakie
doswiadczenia zaproponowataby Doktorantka, by wyjasni¢ te kwestie?

jakie czynniki pelnigce wazng funkcje w okresie zagniezdzenia zarodka
w blonie $luzowej macicy $wini wg Autorki mogg by¢ wytwarzane w odpowiedzi na
chemeryne? Pytanie to zadaje w kontekScie przedstawionej hipotezy badawczej, ktéra
glosi, ze ,chemeryna (...) kontroluje wytwarzanie wielu czynnikow istotnych dla

prawidtowego przebiegu implantacji.”

. jakie znaczenie maja uzyskane wyniki pochodzace z analizy sekwencjonowania nastepne;

generacji, a dotyczace ekspresji dlugich, niekodujacych RNA?

. jak nalezy interpretowal uzyskane wyniki w kontekscie powigzania stanu

metabolicznego organizmu z funkcjami rozrodezymi?

. jakie badania in vitro i in vivo zaproponowalaby Autorka, aby poglebi¢ stan wiedzy na

temat chemeryny w $wietle uzyskanych wynikow?
prosze wskazaé, w ktérych etapach analizy bioinformatycznej wynikow uzyskanych
w ramach sekwencjonowania nastepnej generacji oraz LC-MS/MS Doktorantka brata

udzial.

Podsumowujac, rozprawe doktorskag Pani mgr Kingi Aleksandry Orzechowskiej

oceniam wysoko. Przedlozona rozprawa doktorska bez watpienia prezentuje wiedzg

teoretyczng Doktorantki w dyscyplinie, a takze umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia
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pracy naukowej. Otrzymane wyniki sg oryginalne, wartoSciowe i w znaczny sposob
poszerzaja dotychczasowa wiedze na temat roli chemeryny w okresie zagniezdzenia zarodka.
Uzyskane wyniki otwierajg nowe obszary badan dotyczace roli tej adipokiny w okresie
wczesnej cigzy u §wini. Ponadto wyniki badan sugeruja, ze chemeryna bezposrednio wptywa
na wazne procesy w okresie wczesnej cigzy w btonie Sluzowej macicy $§wini, co w
przysztosci moze zosta¢ wykorzystane do skutecznej kontroli tych proceséw u zwierzat

gospodarskich.

WNIOSEK KONCOWY
Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Kingi Aleksandry Orzechowskiej
pt. ,,Wplyw chemeryny na profil transkryptomiczny i1 proteomiczny blony $luzowej macicy
swini domowej (Sus scrofa domestica L..) w okresie implantacji” spetnia warunki okreslone
w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (t.j. Dz. U. z
2021, r. poz. 478 ze zm.) stawiane kandydatom ubiegajacym si¢ o uzyskanie stopnia
naukowego doktora. W zwigzku z powyzszym wnosze do Rady Naukowej Dyscypliny nauki
biologiczne Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie o dopuszczenie Pani mgr

Kingi Aleksandry Orzechowskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Z powazaniem,
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dr hab. Anna Szo6stek-Mioduchowska




