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OCENA

PRACY DOKTORSKIEJ MGR KAROLA G. MAKOWCZENKO

wykonanej w Katedrze Anatomii i Fizjologii Zwierzat
Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie,
pod opiekg naukowg Pana prof. dr hab. Tadeusza Kaminskiego i promotora pomocniczego
dr Jana Pawta Jastrzebskiego
nt::

WPLYW CHEMERYNY NA TRANSKRYPTOM KOMOREK LUTEALNYCH
JAJNIKA SWINI DOMOWEJ (SUS SCROFA DOMESTICA L.)

Recenzja zostata przygotowana na wniosek Rady Naukowej Dyscypliny nauki biologiczne
Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie.

Rozprawa doktorska Pana mgr Karola Makuszenko nt. "Wptyw chemeryny na transkryptom
komorek lutealnych jajnika swinidomowej (Sus scrofa domestica L.)" zostata wykonana w Katedrze
Anatomii i Fizjologii Zwierzagt Wydziatu Biologii i Biotechnologii Uniwersytetu Warminsko-
Mazurskiego w Olsztynie, pod opiekg naukowa Pana prof. dr hab. Tadeusza Kaminskiego
i promotora pomocniczego Pan dr Pawta Jastrzebskiego. Praca doktorska byta realizowana w
ramach projektu badawczego Narodowego Centrum Nauki nr 2015/17/B/NZ9/03595.

Podstawg ocenianej dysertacji sg dwie oryginalne publikacje naukowe, oraz poprzedzajace je
polskojezyczne opracowanie. Przedstawione do oceny publikacje naukowe ukazaty sie w latach
20201 2022 w recenzowanych, miedzynarodowych czasopismach, indeksowanych w bazie JCR
(Journal Citation Reports) oraz umieszczonych w wykazie czasopism naukowych MNiSW.
Sumaryczny wspotczynnik wptywu (IF) czasopism, w ktérych zamieszczono prace wynosi
11,499, natomiast suma punktow MNiISW (wg komunikatu MNiSW w sprawie wykazu
czasopism naukowych z dnia 31 lipca 2019r.) to 240.

Powyzsze publikacje sg wieloautorskie (odpowiednio 10 autoréw w pracy 1i 7 autoréw w pracy 2),
co jest w petni zrozumiate biorgc pod uwage przeprowadzenie doswiadczen in vitro na materiale
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pozyskanym od zwierzat gospodarskich, ilosci prezentowanych wynikow oraz ich szczegétowego
i kompleksowego bioinformatycznego opracowania. Chciatabym podkresli¢, ze Pan mgr Karol
Makowczenko jest pierwszym i wiodgcym autorem w opublikowanych pracach. Zgodnie
z dotgczonymi do rozprawy doktorskiej oswiadczeniami wszystkich wspdétautoréw publikacji, udziat
Pana mgr Karola Makowczenko w kazdej z prac to opracowanie koncepcji pracy i metodyki badan,
przeprowadzenie analizy danych, zarzadzanie danymi i oprogramowaniem, opracowanie
i wizualizacja wynikow, przygotowanie pierwszej wersji manuskryptu i udzielenie odpowiedzi
recenzentom podczas procesu publikowania i przygotowanie ostatecznej wersji manuskryptu do
druku. A zatem, znaczgcy wktad Doktoranta w powstanie kazdej z prac nie budzi zadnych
watpliwosci Recenzenta.

Przedtozone do oceny publikacje — pierwsza opublikowana w czasopismie Genes i druga
w czasopismie Cells sg spdjne tematycznie i omawiajg wptyw chemeryny na profile ekspresji
gendw oraz na mechanizmy towarzyszgce transkrypcji, tj. zmiany ekspresji dtugich niekodujacych
RNA i ich interakcje z genami o znaczgco zmodyfikowanej ekspresji, a takze zmiennos¢ procesow
alternatywnego sktadania transkryptow oraz allelicznej specyficznosci  ekspresji zwigzanej
z frekwencjg wariantow pojedynczych nukleotydow w komédrkach lutealnych jajnika swini domowej
pozyskanych w fazie srodkowolutealnej cyklu rujowego.

Obecnie poznano juz ponad 50 adipokin i nadal stale rosnie ich liczba. Adipokiny sg definiowane
jako sygnatowe, biatkopochodne czynniki, ktérych produkcja lub wydzielanie nastepuje gtownie w
tkance ttuszczowej. Jedng z kolejnych odkrytych adipokin jest chemeryna. Wittamer
i wspotpracownicy w 2003 roku opisali chemeryne jako nowy czynnik chemotaktyczny, a w roku
2008 Cash i wspotpracownicy potwierdzili wtasciwosci chemotaktyczne tego biatka. W 2012 roku
zauwazono bezposredni wptyw chemeryny na funkcjonowanie uktadu rozrodczego ssakow. Autor
rozprawy przeprowadzit swoje badania na modelu in vitro — komdrkach lutealnych pochodzgcych
z 72 godzinnej hodowli, a poddanych 24 godzinnemu dziataniu chemeryny. Celem przedstawionej
do recenzji rozprawy byta analiza wptywu chemeryny na profil strukturalny oraz ekspresyjny
transkryptomu komdérek lutealnych swini domowej pozyskanych pomiedzy 10 a 12 dniem cyklu
rujowego. Argumentem przemawiajgcym za podjeciem sie w/w badan byt brak informacji w
literaturze dotyczacy oddziatywania chemeryny na ekspresje gendw oraz towarzyszace
mechanizmy molekularne zachodzgce w komorkach ciatka zéttego Swini. Pan mgr Karol
Makowczenko w swojej dysertacji postawit cztery hipotezy badawcze: 1. chemeryna w
fizjologicznych stezeniach wptywa na globalng ekspresje gendw, 2. chemeryna jest odpowiedzialna
za modyfikacje ekspresji dtugich niekodujgcych RNA oraz ich interakcje z produktami genow
kodujgcych biatka, 3. chemeryna regulujeproces allelicznej specyficznosci ekspresji, 4. chemeryna
moduluje procesy posttranskrypcyjne, takie jak alternatywne sktadanie transkryptow. Hipotezy te
zweryfikowano stosujgc metody wysokoprzepustowego sekwencjonowania transkryptomdw
komorek lutealnych $wini hodowanych in vitro pod wptywem rekombinowanej ludzkiej
chemeryny. Wyniki analiz in silico zweryfikowano poprzez pomiar przyrostu ilosci produktu reakcji
tancuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym, z wykorzystaniem RNA uzytego do
sekwencjonowania.

Podjeta przez Doktoranta tematyka badawcza jest nowatorska i wypetnia luke w bazie wiedzy
dotyczacej dziatania chemeryny w komadrkach ciatka zéttego swini na poziomie molekularnym.
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Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska w postaci dwdch spdjnych tematycznie prac
uzupetnia wiedze o inne niz znamy do tej pory oddziatywania chemeryny. Ponadto, dzieki
zastosowaniu  sekwencjonowania wysokoprzepustowego transkryptomu oraz narzedzi
bioinformatycznych przeprowadzono w szerokim zakresie badania ekspresji genéw oraz dokonano
charakterystyki transkryptow w genomie komorek lutealnych poddanych dziataniu chemeryny.
W wyniku doswiadczer otrzymano unikatowe wyniki dotyczgce tkankowo-specyficznych zmian
w transkryptomie komodrek lutealnych swini — co nalezy podkreslic szczegdlnie, gdyz ten
charakterystyczny i wtasciwy dla cztowieka model badawczy w tego typu badaniach —
wykorzystywany jest bardzo rzadko. Ogdlnie w trakcie analiz zaobserwowano istotne zmiany
ekspresji 509 gendw oraz 24 transkryptow zakwalifikowanych jako dtugie niekodujgce RNA, a takze
137 przypadkow modyfikacji procesu alternatywnego sktadania transkryptow i 18 przypadkow
zmiennosci  allelicznej  specyficznosci  ekspresji. Na podstawie uzyskanych — wynikdw
przeprowadzono szczegotowe analizy funkcjonalne, ktérych efektem byto przypisanie gendow do
takich procesow wewnagtrzkomdrkowych, jak: interakcje cytokin z ich receptorami, apoptoza,
metabolizm kwasu arachidonowego oraz Sciezki transdukcji sygnatow chemokin i wiele innych. Na
podstawie pozyskanych danych funkcjonalnych sporzadzono doktadne mapy prezentujgce
ujednolicony wptyw chemeryny na szlaki sygnatowe oraz metaboliczne w komdrkach lutealnych
swini domowej. Wyniki uzyskane metodami in silico walidowano na bazie materiatu uzytego do
RNA-Seq, z zastosowaniem iloSciowe] reakcji tanncuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym.

W pierwszej pracy wchodzgcej w sktad rozprawy doktorskiej, opublikowanej w Genes,
Doktorant podjat sie zbadania, czy chemeryna wptywa na trnskryptom komorek lutealnych
$wini pozyskanych w $rodkowej fazie cyklu rujowego. Doswiadczenia przeprowadzit na
komorkach lutealnych pozyskanych z ciatek zottych jajnikow od 5 loch, w prywatnej rzezni.
Komorki lutealne byty hodowane przez 48-godzin tzw. wstepnej hodowli, a nastepnie przez 24
godziny w obecnosci lub bez rekombinowanej ludzkiej chemeryny w dawce 200 ng/ml
w pozywce F12 wzbogaconej 1% udziatem BSA.

W tym miejscu mam pytanie do Doktoranta:

1. Czy komorki ,pulowano” od 5 osobnikéw? W ilu powtdrzeniach zaktadano hodowle?

2. Dawka 200 ng/ml wydaje sie by¢ wysoka, zatem jak pisze Pan w pracy wybrano jg na
podstawie literatury: zatem jakie jest stezenie endogennej chemeryny u $win a takze u
kobiet, bowiem te informacje takze brano pod uwage przy wyborze dawki hormonu.

Wyniki zamieszczone w pierwszej publikacji wskazujg na to, iz analiza ekspresji genéw ujawnita
zmiany 509 DEG (z ang. differentially expressed genes, DEGs) i 721 transkryptow. Wsréd wszystkich
zidentyfikowanych DEG, 301 wykazato wzrost ekspresji w prébach inkubowanych z chemeryna,
natomiast 208 wykazato obnizenie ekspresji. Na podstawie analizy funkcjonalnej, stwierdzono, iz
z puli wszystkich DEG, 457 powigzano z co najmniej jedng funkcjg (terminem) w obrebie trzech
kategorii: proces biologiczny, funkcja molekularna oraz komponent komdrkowy. W obrebie
kategorii o nazwie proces biologiczny DEG przypisano do 407 podkategorii, takich jak np.
odpowiedz komdrkowa na bodziec, regulacja transdukcji sygnatu, funkcjonowanie uktadu
odpornosciowego, programowana smier¢ komdrki, odpowiedz na cytokiny, produkcja cytokin
i sygnalizacja kinazy jadrowego czynnika transkrypcyjnego NF kappa B. W zakresie kategorii o
nazwie funkcja molekularna, najwieksza ilos¢ DEG przypisano nastepujgcym podkategoriom:




receptora cytokinowego i aktywnosé regulatora receptora, wigzanie receptora czynnika wzrostu
i wigzanie receptora chemokinowego CCR. W kategorii 0 nazwie komponent komdrkowy, sposrod
15 podkategorii, do ktdrych przypisano DEG, istotnymi biologicznie wydaty sig byc: region
zewnatrzkomdrkowy, powierzchnia komorki, cytoplazma i potaczenie komorka-komorka.

Analiza $ciezek metabolicznych i sygnatowych ujawnita, iz produkty 286 DEG biorg udziat w 51
$ciezkach biologicznych. Ws$rdd nich, 32 szlaki byty bezposrednio zwigzane z procesami
patologicznymi, takimi jak kancerogeneza, choroby aitoimmunologiczne, infekcje wywotywane
przez rézne patogeny. Prace w Genes zakoriczono konkluzjg, iz zmiany w transkryptomie wywotane
dziataniem chemeryny moga prowadzi¢ do aktywacji szlakow transdukcji sygnatéw MAPK (w tym
czynnikéw transkrypcyjnych NF-kB) i JAK/STAT oraz posrednio do wzrostu produkcji wielu cytokin
i chemokin przez komorki lutealne, oraz, ze zmiany ekspresji genéw oraz procesow regulujacych
transkrypcje pod wptywem chemeryny, moga aktywowac zaréwno mechanizmy pro-apoptotyczne
oraz réwnolegle pro-przeizyciowe w komédrkach lutealnych, co wg Autora moze wynikac
z pozyskania komoérek srodkowej fazie cyklu rujowego. Autor umiescit takie informacje, iz
chemeryna prawdopodobnie jest zaangazowana w procesy metaboliczne powigzane z rozrodem
poprzez wptyw na produkcje progesteronu, wzrost czynnikdw prozapalnych i angazowac sig
w proces luteolizy.

Chciatabym zadaé pytanie Doktorantowi na jakich przestankach opierata si¢ ostatnia konkluzja,
gdyz w paragrafie powyzej konkluzji Autor pisze, iz faza srodkowo-lutealna to okres w ktorym
komarki nie rozwijaja jeszcze aktywnosci luteolitycznej, a zatem skad zaangazowanie chemeryny w
proces luteolizy?

Celem drugiej pracy opublikowanej w czasopismie Cells byto poszerzenie analiz i precyzyjne
opisanie mechanizmu molekularnego w wyniku ktérego chemeryna wptywa i reguluje procesy
na poziomie transkryptomu w komoérkach lutealnych $wini. W pracy doswiadczenia objety
identyfikacje przypadkow alternatywnego sktadnia transkryptéw, wykazujacych roznice frekwencji
(ang. differential alternative splicing events, DAS) pod wptywem chemeryny, z zamiarem wykrycia
zmian w obrebie transkryptomu niewidocznych podczas eksperymentdw bazujgcych na modyfikacji
ekspresji gendw/transkryptéw. Ponadto, w publikacji zastosowano procedure umozliwiajacq
wykrycie przypadkéw allelicznej specyficznosci ekspresji (ang. allele-specific expression, ASE)
posréd wariantéw pojedynczych nukleotydéw (ang. single nucleotide variants, SNV) wykazujacych
dysproporcje frekwencji w obrebie DEG.

Wyniki zamieszczone w drugiej publikacji wskazuja na to, iz analiza roznic ekspres;ji
przeprowadzona natgczonej puli nowopoznanych dtugich niekodujacych IncRNA oraz makromolekut
uprzednio opisanych w bazie Ensembl wykazata, iz ekspresja 24 czgsteczek (kodowanych przez 12
gendw) ulegta modyfikacji pod wptywem chemeryny. Sposrdd nich, 20 IncRNA poznano wczesniej,
a pozostate 4 zidentyfikowano w niniejszym badaniu. Pod wptywem badanej chemokiny ekspresja
16 DEL (IncRNA o zréznicowanej ekspresji (ang. differentially expressed IncRNA, DEL) ulegta
obnizeniu, a 8 podwyzszeniu. Analiza cis-interakcji ujawnita 11 przypadkdw DEL oddziatywujgcych z
6 DEG napodstawie ich ko-lokalizacji w genomie swini domowej. Wsrod nich 3 interakcje
zaklasyfikowano jako pokrywajgce sie z DEG. Wykryto 137 przypadkéw DAS, zaobserwowanych
na podstawie poréwnania frekwencji przypadkdw alternatywnego splicingu migdzy grupg badang
oraz kontrolng. Wszystkie zidentyfikowane przypadki DAS zlokalizowano w obrebie 92 DEG oraz




przypisano do 7 grup. W grupie wynikow przedstawiono takze wyniki dotyczgce oddziatywania
chemeryny na zmiennos¢ allelicznej specyficznosci ekspresji i wptyw chemeryny na ekspresje
gendw kodujacych funkcjonalne biatka. Wykryte DEL, DAS i ASE zgrupowano w klastry
odpowiadajgce przynaleznosci do sciezek KEGG oraz ponownie przeprowadzono analize
statystyczng przegrupowanych danych. Zatozony poziom istotnosci statystycznej spetnity 84 szlaki
metaboliczne lub transdukcji sygnatéw, skupiajgc sie na przeanalizowaniu szlakow wptywajgcych
na funkcjonowanie jajnika, ciatka zottego lub samych komdrek lutealnych.

W trakcie lektury powyzszych publikacji, ktore byty juz uprzednio recenzowane, nie znalaztam
elementéw problematycznych. Prace stanowig logiczny i spojny uktad, sg napisane zrozumiale,
z jasno postawionymi celami, szczegétowym opisem zastosowanych analiz oraz wynikow, a takze
prawidtowo przeprowadzong obszerng dyskusjg. Dane przedstawione w publikacjach majg
charakter nowatorski. Publikacje opublikowane w recenzowanych czasopismach utatwiajg
zadanie recenzentowi. Zaréwna strona merytoryczna, jak i warto$¢ naukowa uzyskanych wynikow
zostata potwierdzona wczesniej przez Recenzentow i Edytoréw czasopism, ktdrzy zaakceptowali
te prace do druku.

Jak wspomniatam, oryginalne prace badawcze, ktore sktadajg sie na rozprawe, opatrzone s3
dobrze zredagowanym 34 stronnicowym omowieniem zawierajgcym: streszczenia w jezyku
polskim i angielskim, spis publikacji sktadajgcych sie na rozprawe doktorskg, wstep bedacy
syntetycznym przegladem literatury, cel i zakres pracy z zawartymi w nim hipotezami badawczymi,
materiat i metody, syntetycznie przedstawione wyniki, podsumowanie i wnioski oraz bibliografie
w liczbie 100 pozycji. Opracowanie to jest przygotowane w sposdb przejrzysty, chociaz zdarzajg
sie nieliczne btedy edytorskie, skroty myslowe czy zapozyczenia z jezyka angielskiego. Nie
wptywajg one jednak na wysoka ocene dysertacji.

W krotkim 6 stronicowym Wstepie Doktorant przedstawit dotychczasowy stan wiedzy w zakresie
omawianego zagadnienia oraz wyjasnit unikatowos¢ modelu badawczego - swini - dla tego
typu badan. Rozdziat ten jest napisany dojrzale i doskonale prowadzi do postawionego Celu pracy
i hipotez badawczych, co swiadczy o petnym zrozumieniu tematu przez Doktoranta.

W rozdziale Materiat i Metody Doktorant przedstawit w sposéb zwiezty opis materiatu
doswiadczalnego, izolacje i hodowle in vitro komdrek lutealnych jajnika, izolacje RNA
i wysokoprzepustowe sekwencjonowanie transkryptomu, analizy in silico, walidacje ekspresji
wybranych gendw i dtugich niekodujacych RNA metodg qPCR.

W rozdziale Wyniki opisano w 7 punktach gtdéwne wyniki zawarte w pracach stanowigcych
rozprawe doktorska.

Polskojezyczne opracowanie zamyka Podsumowanie i wnioski, ktore wskazujg na fakt, iz
chemeryna, wptywajgc poprzez transkryptom na regulacje steroidogenezy, lokalng produkcje
czynnikow prozapalnych, angiogeneze oraz produkcje prostaglandyn, kontroluje funkcjonowanie
ciatka zottego i wydaje sie by¢ hormonem fgczacym regulacje proceséw metabolicznych
i rozrodczych.

To, czego z oczywistych powoddw brakuje w polskojezycznym opracowaniu to Dyskusja. Mozna jg
znalez¢ w obu pracach i stanowi ona bardzo dobre opracowanie i bogate zrédto wczesniejszych
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i obecnych informacji dotyczacych dziatania chemeryny na poziomie molekularnym. Jestem pod
duzym wrazeniem dyskusji w obu pracach i liczebnosci cytowanych referencji, odpowiednio 79134
w bibliografiach prac w Genes i Cells, co $wiadczy o dobrym poruszaniu sie Doktoranta w
problemach fizjologicznych, zachodzgcych w ciatku zottym Swini. Uwazam, ze dobrze opracowane
dyskusje stanowig o wyjatkowej dociekliwosci naukowej Doktoranta i Jego ogromnej pracy
w opracowaniu manuskryptow.

Przedstawiona do oceny praca doktorska Pana mgr Karola Makowczenko stanowi oryginalne
osiggniecie naukowe. Starannie przemyslana, a nastepnie konsekwentnie zrealizowana koncepcja
pracy, opartej na zastosowaniu technik hodowli in vitro, sekwencjonowania
wysokoprzepustowego RNA-seq oraz narzedzi bioinformatycznych pozwolita na obiektywng
i krytyczng ocene problemdw postawionych w hipotezach badawczych. Prace wchodzace w sktad
dysertacji doktorskiej Swiadczg o duzej biegtosci Autora w poruszanej przez Niego tematyce
biologicznej odnoszacej sie do dziatania chemeryny w ciatku zéttym Swini. Umiejetnosc krytycznej
dyskusji otrzymanych wynikow swiadczy o dojrzatosci naukowej Autora.

KONKLUZJA

Rozprawe doktorskg nt. ,Wptyw chemeryny na transkryptom komorek lutealnych jajnika swini
domowej Sus scrofa domestica L." oceniam wysoko. Podjety przez Doktoranta, mgr Karola
Makowczenko temat jest istotny z naukowego, biologicznego punktu widzenia. Pragne podkreslic,
iz wykorzystane analizy bioinformatyczne umozliwity uzyskanie nowatorskich wynikow.

Z petnym przekonaniem stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska nt.
Wptyw chemeryny na transkryptom komorek lutealnych jajnika Swini domowej Sus scrofa
domestica L." i indywidualny wktad Doktoranta WBiB UWM w Olsztynie spetniajg wymogi
okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (tekst
jednolity: Dz. U. z 2022r. poz. 574 ze zm.) i zwraca sie do Wysokiej Rady Dyscypliny nauki
biologiczne Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie, o przyjecie rozprawy doktorskiej
Pana mgr Karola G. Makowczenko i dopuszczenie Doktoranta do dalszych etapow przewodu
doktorskiego.

Ze wzgledu na innowacyjnos¢ zastosowanych metod i bardzo dobrg biegtos¢ tematu, co
przejawito sie w obszernych Dyskusjach nad otrzymanymi wynikami wnosze o wyrdznienie
rozprawy doktorskiej.

Z powazaniem,

Do It 1ol —

Krakow, 31 pazdziernika 2022 roku prof. dr hab. Dorota Zieba-Przybylska



