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Recenzja rozprawy doktorskiej
mgr Kingi Aleksandry Orzechowskiej
pod tytulem
» Wplyw chemeryny na profil transkryptomiczny i proteomiczny blony §luzowej macicy

Swini domowej (Sus scrofa domestica L.) w okresie implantacji”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Kingi Aleksandry Orzechowskiej
zostala wykonana pod kierunkiem Pani prof. dr hab. Niny Smolinskiej w Katedrze Anatomii
i Fizjologii Zwierzat Wydzialu Biologii i Biotechnologii Uniwersytetu Warminsko-
Mazurskiego. Praca doktorska byta realizowana przy wsparciu finansowym pochodzacym
z grantu Narodowego Centrum Nauki OPUS 13 nr 2017/25/B/NZ9/00040, ktérego
kierownikiem byta Promotorka pracy doktorskiej Pani prof. dr hab. Nina Smolifiska oraz
Programu Rozwojowego Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego POWER.03.05.00-00-
7310/17 wspoHinansowanego przez Uni¢ Europejska.

Problematyka pracy doktorskiej dotyczy opisania zmian zachodzgcych na poziomie
transkryptomu oraz proteomu blony $luzowej macicy $wini domowej Sus scrofa domestica L.
w okresie implantacji. Tematyka pracy doktorskiej tym samym koncentruje si¢ na niezwykle
istsotnych dla gospodarki zagadnieniu zwigzanym z charakterystyka molekularnych proceséw
odpowiedzialnych za metabolizm oraz funkcje rozrodcze jednego z najistotniejszych zwierzat
hodowlanych w Polsce. W szczegélnosci doktorantka zajela si¢ oceng wptywu adipokininy -
chemeryny na zdolno$¢ modulowania transkryptomu oraz proteomu blony Sluzowej $wini
domowej, co wedlug doktorantki moze mie¢ znaczenie dla prawidlowego przebiegu
implantacji.

Postawiony cel naukowy spelnia tym samym wymog niezb¢dny dla uznania ocenianej

pracy doktorskiej za odpowiadajacy poziomowi jakim powinna odznaczaé sie praca doktorska,

poniewaz jego realizacja istotnie poszerza dotychczasowa wiedze oraz stanowi przyczynek do

oryginalnego rozwigzania problemu naukowego.
Rozprawe doktorskg Pani mgr Kingi Aleksandry Orzechowskiej stanowi zbidr 2

artykuléw opublikowanych w 2022 roku w recenzowanych zagranicznych czasopismach
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znajdujgcych si¢ w aktualnym wykazie czasopism naukowych i recenzowanych materiatéw
z konferencji miedzynarodowych MEiN. Sa to nastepujace prace:

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:i0ac063. doi:
10.1093/biolre/ioac063.

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. doi:
10.3390/cells11071161.

Prezentacja zbioru artykuléw zostata poprzedzona w jezyku polskim oraz angielskim,
streszczeniem pracy doktorskiej, wstepem, opisem hipotezy, celu naukowego, zakresu badan,
wykorzystanego materiatu oraz uzytych metod, syntetycznym przedstawieniem glownych
wynikow, a takze rozdzialem po$wigconym ograniczeniu badan, podsumowaniem
i wnioskami, jak réwniez bibliografia wykorzystana do przygotowania w/w oméwienia. Do
pracy zalgczono oswiadczenia doktorantki oraz wspotautoréw publikacji wehodzacych w sktad
rozprawy doktorskiej opisujace role doktorantki oraz wspdlautorow w postawaniu w/w
publikacji.

Oba powyzej wymienione artykuty, tj. opublikowane w Biology of Reproduction oraz
Cells to prace prezentujace oryginalne wyniki eksperymentalne, w ktoérych doktorantka zajmuje
miejsce pierwszego autora. Wkiad autorski mgr Orzechowskiej w powstanie pierwszej oraz
drugiej z cyklu prac polegal na opracowaniu koncepcji i metodyki badan, przeprowadzeniu
badan laboratoryjnych, analizie i zarzadzeniu danymi, opracowaniu i walidacji wynikow,
przygotowaniu pierwotnej wersji manuskryptu oraz udzieleniu odpowiedzi recenzentom
podczas procesu publikacji.

Udzial pozostatych autoréw w/w publikacji polegal na ,,wspdtudziale w walidacji
wynikow, wspotudziale w zarzadzaniu danymi i wizualizacja wynikéw, wspétudziale
w przeprowadzeniu badan laboratoryjnych, wspétudziale w analizie danych, merytorycznym
nadzorze nad wykonywanymi analizami i opracowaniami wynikami, opracowaniu koncepcji
i metodyki badan, pozyskania $rodkow na badania, pobieraniu materialu badawczego
i przeprowadzeniu badan laboratoryjnych, koordynowaniu analiz i opracowywaniem wynikéw

oraz wspdbtudziale w przygotowaniu publikacji do druku”.



Uniwersytet Rzeszowski
Kolegium Nauk Przyrodniczych
Instytut Biologii i Biotechnologii

W zwiazku z tak zdefiniowanym przez doktorantke oraz pozostatych wspétautorow
wkladzie pracy pomocna w tym miejscu bylaby raczej szczegétowa charakterystyka
wykonanych prac kazdego z autora np. w jakim konkretnie typie analiz uczestniczyt, na jakiej
rycinie jego wyniki zostaly zaprezentowane? W ocenie recenzenta poréwnujgc zakres prac
wykonanych przez doktorantke oraz pozostatych autor6w, nie mozna precyzyjnie okresli¢
zakresu prac wykonanych samodzielnie przez doktorantk¢. Dla przyktadu doktorantka
oswiadczyta, ze jej udziat polegal na ,,opracowaniu koncepcji i metodyki badan”, takie same
oswiadczenie zlozyla Promotorka pracy doktorskiej. Dlatego nalezy to bardziej doprecyzowaé
w jakim zakresie doktorantka autorsko opracowata koncepcj¢ zaprezentowang w publikacjach
oraz w zakresie metodyki. Podobne uwagi mozna réwniez mie¢ réwniez do pozostatych
zapisow oswiadczenia doktorantki w odniesieniu do o§wiadczen wszystkich wspotautorow.

Chcialbym jednak zaznaczy¢, ze nie mam watpliwosci, co do wiodacego udziatu
doktorantki w powstaniu w/w publikacji wchodzacych w sktad doktoratu. Nalezy podkreslié,
ze Doktorantka jest pierwszym wiodacym autorem w obu w/w publikacjach, a jej wiodgcy
udzial zostal odnotowany i tym samym zaakceptowany przez wszystkich wspotautorow
w sekeji ,,Authors’ contribution” w kazdej z prac. Oczywiscie w publikacjach w zwigzku
z okreslonymi przez wydawnictwo limitami oraz stylem czgsto nie ma mozliwosci podania
szczegolow w zakresie przygotowywania prezentowanych wynikow. W pracy doktorskiej
w zakresie oswiadczen nalezaloby okresli¢ takze szczegétowo jakie etapy pracy badawczej
byly planowane oraz wykonane przez doktorantke, jakiego typu dane otrzymata, ktére
zaprezentowane dane przeanalizowata samodzielnie, jakiego typu analizy wykonata, na jakich
wykresach, rycinach lub w tabelach zostaly one zaprezentowane, ktdra cze$¢ pracy zostata
napisana samodzielnie przez doktorantke.

Poczyniona krytyka formy o$wiadczen nie stanowi w ocenie recenzenta podstawy aby
z powyzej opisanego powodu zdyskwalifikowa¢ ktorgkolwiek z publikacji z przedstawionego
do oceny cyklu.

Wszystkie zalgczone prace stanowia spOjny tematycznie zbidr artykuldw

opublikowanych w czasopismach naukowych okres§lanych przez ministra wlasciwego do spraw

nauki., tym samym warunek ustawowy jaki powinna spetniaé¢ praca doktorska w tym zakresie

nalezy uznad¢ za spelniony.

Pierwsza praca zatytulowana ,,Chemerin effect on transcriptome of the porcine

endometrium during implantation determined by RNA-sequencing” dotyczyta charakterystyki
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profilu transkrypcyjnego gendéw komodrek hodowanych in vitro skrawkow blony sluzowej
macicy pozyskanych od 5 zwierzat w 15-16 dniu cigzy, tj. okresie implantacyjnym. W pracy
tej wykorzystujagc Platform¢ NGS Illumina NovaSeq 6000 zidentyfikowano 130 genow
wykazujgcych zmiany ekspresji w odpowiedzi na obecno$¢ chemeryny, w tym 58 genow
wykazujacych wzrost ekspresji w odpowiedzi na chemeryng oraz 72 geny wykazujace spadek
ekspresji. Istotnym elementem tej pracy bylo takze opisanie 386 transkryptow (274 genéw
kodujacych biatka oraz 2 IncRNA), w obrgbie ktérych zidentyfikowano alternatywne miejsca
splicingowe, a takze zidentyfikowanie 12 dlugich niekodujagcych RNA (IncRNAs), ktérych
poziom rowniez zalezal od obecnosci chemeryny. W pracy wykazano, ze geny, ktérych
ekspresja ulega zmianie w odpowiedzi na chemeryne uczestnicza w regulacji procesow
migracji komorek, adhezji, angiogenezy, produkcji interleukin, a takze steroidogenezy. Zmiany
w poziomie ekspresji wybranych genoéw zostaly poddane dodatkowej walidacji
z wykorzystaniem qPCR. Podobnie za pomocg PCR w pracy sprawdzono poziom
wytypowanych alternatywnych form splicingowych transkryptow CD44 oraz SELONOL.

Otrzymane dane zostaty takze zdeponowane w European Nucleotide Archive database.
Druga praca z cyklu zatytutowana ,,Chemerin Effect on the Endometrial Proteome of the
Domestic Pig during Implantation Obtained by LC-MS/MS Analysis” dotyczyta oceny wpltywu
chemeryny na profil proteomiczny btony $luzowej macicy $swini w okresie implantacji za
pomocg chromatografii cieczowej sprzezonej z tandemowa spektrometria mas (LC-
MS/MS). W ramach tej czeséci doktoratu, doktorantka wraz wspotautorami wykazata zmiany
w poziomie 352 bialek zaangazowanymi w regulacje takich procesow jak migracja komorek,
proliferacja limfocytéw T, adhezja komorek, potgczenia komodrkowe, a takze metabolizm
komorkowy czy organizacja cytoszkieletu. W obrebie wytypowanych biatek wykazano, ze
z tego 164 odznaczato si¢ wyzszym poziomem, a 188 mniejszym poziomem w odpowiedzi na
chemeryne w stosunku do uktadu kontrolnego. Na stronie wydawnictwa zamieszczono takze
plik z dodatkowymi szczegélowymi danymi oraz wykonanymi analizami proteomu wraz
z przypisanymi adnotacjami.

Podsumowujgc recenzent ocenia wysoko warto$¢ merytoryczng wszystkich artykutow
wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej. Nalezy zaznaczy¢, ze otrzymane wyniki podlegaty
rygorystycznym procedurom specjalistycznej recenzji zewngtrznej oraz przez cztonkow rad
redakcyjnych, w ktéorych zostaly opublikowane. Opis wykorzystanych ukladéw

eksperymentalnych oraz zastosowanych technik w artykutach prezentujacych oryginalne
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wyniki zostal dokonany z nalezyta starannoscig lub z wlasciwymi odnosnikami literaturowymi
1 pozwala na dokladne przesledzenie wszystkich etapow przeprowadzonych eksperymentow.
Zastosowane metody zostaty dobrane i uzyte odpowiednio dla weryfikacji hipotezy badawczej
oraz osiggnigcia zdefiniowanych przez Doktorantke celow pracy doktorskiej. Recenzent nie ma
watpliwosci, ze jako$¢ merytoryczna oraz zastosowane metody $wiadcza o bardzo dobrym
warsztacie Doktorantki. Forma prezentacji wynikow oraz ich opis w artykutach naukowych
zostata usystematyzowana w sposob tworzacy logiczny cigg zmierzajacy do udzielenia
odpowiedzi na zdefiniowane w artykule oraz pracy doktorskiej cele.

Wysoko oceniam tez krytyczne odniesienie si¢ do wlasnych analiz w rozdziale
5 zatytulowanym ,,Ograniczenia badan”. Doktoranta zaprezentowala w nim krytyczne
spojrzenie na uktad badawczy, a takze problemu zwiazanego z integracjg danych otrzymanych
podczas zaawansowanych analizy transkryptomu oraz proteomu. Przedstawiona autokrytyka,
w tym rozdziale $wiadczy o duzej dojrzatosci Doktorantki oraz odpowiedniosci za otrzymane
wyniki.

W zwigzku z pewnymi rozbieznosciami pomigdzy wynikami dotyczgcymi analizy
poziomu ekspresji genéw oraz biatek w odpowiedzi na chemeryng prositbym aby Doktorantka
odniosta si¢ jakie ewentualnie inne mechanizmy potranskrypcyjnej regulacji ekspresji genow
moga by¢ odpowiedzialne za nie poza tymi zwigzanymi z miRNA.

Podsumowujac, w trakcie realizacji pracy doktorskiej Pani mgr Orzechowska
potwierdzita, ze chemeryna moduluje profil transkrypcyjny i proteomiczny blony $luzowej
macicy $wini wplywajac na proces migracji komorek, adhezji komorek, angiogeneze
odpowiedz immunologiczng, steroidogenez¢ oraz odpowiedZ na progesteron. Tym samym
doktorantka dowiodla, ze chemeryna jest waznym czynnikiem integrujgcym procesy
metaboliczne, odpornosciowe i rozrodcze zachodzace w blonie Sluzowej $wini w okresie
implantacji.

Zakres i jakos$¢ zaprezentowanych wynikéw wskazuje, ze Doktorantka przedstawita
oryginalne rozwigzanie problemu naukowego i tym samym spetnita ustawowy warunek

stawiany pracom doktorskim.

Whiosek koncowy
W podsumowaniu recenzji chciatbym stwierdzi¢, iz mimo moich uwag, bardzo

wysoko oceniam przedstawiona pracg¢ doktorska Pani mgr Kingi Aleksandry Orzechowskiej
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oraz stwierdzam, ze spelnia ona wymogi ustawowe stawiane pracom doktorskim, poniewaz
udowodnita, ze samodzielnie potrafi rozwigzywaé sformutowany problem naukowy poprzez
odpowiednio zaplanowane eksperymenty, ich interpretacje, krytyczng dyskusje oraz wywazone
wnioski. W zwiazku z powyzszym wnosz¢ do Rady Naukowej Dyscypliny nauki biologiczne;
Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego o dopuszczenie Pani mgr Kingi Aleksandry
Orzechowskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Ze wzgledu na wysoka warto$¢ naukowa wynikéw oraz opublikowane prace wnioskuje
do Rady Naukowej Dyscypliny nauki biologiczne o wyrdznienie ocenianej przeze mnie

rozprawy doktorskie;j. : /
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