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,Wplyw chemeryny na transkryptom komérek lutealnych jajnika swini domowej (Sus scrofa
domestica L.)”

W przedstawionej do oceny rozprawie doktorskiej mgr. Karol Makowczenki opisat wyniki
badan nad wplywem chemeryny na transkryptom w komorkach lutealnych wyizolowanych z
jajnikéw $wini domowej oraz analize potencjalnych mechanizméw regulacji ekspresji genéw przez
te adipokine, przy pomocy zaawansowanych metod bioinformatycznych. Promotorem pracy byt prof.
dr hab. Tadeusz Kaminski, a promotorem pomocniczym — dr Jan Pawet Jastrzgbski. Rozprawe
stanowia dwa, spojne tematycznie, oryginalne artykuty naukowe opublikowane w czasopismach z
listy JCR, poprzedzone polskim opracowaniem, zawierajacym streszczenie w jezyku polskim 1
angielskim, wykaz prac sktadajgcych si¢ na rozprawe, wprowadzenie do tematyki dysertacji, opis
celu i zakresu badan, materiatu badawczego, wykorzystanej metodyki, a takze uzyskane wyniki oraz
podsumowanie i wnioski. Pierwszy artykul wchodzacy w skiad rozprawy pt.: *Transcription
Analysis of the Chemerin Impact on Gene Expression Profile in the Luteal Cells of Gilts” zostat
opublikowany w 2020 w czasopismie Genes (IF 4.141), a drugi pt.: Chemerin Impact on Alternative
mRNA Transcription in the Porcine Luteal Cells” w 2022 roku w czasopismie Cells (IF 7.666).
Czasopisma wyrézniaja si¢ znaczaca punktacja MEiN. Badania zrealizowane zostaty dzigki wsparciu
finansowemu NCN. Prace sa wieloautorskie — do rozprawy dotaczono o$wiadczenie Doktoranta oraz
wszystkich wspotautorow. Wskazuja one na znaczace zaangazowanie Autora rozprawy w ich
przygotowanie. Pan mgr Karol Makowczenko byt pierwszym autorem obu artykutéw. Brat takze
udzial w opracowaniu koncepcji i metodyki badan, ich prowadzeniu, analizie danych, zarzadzaniu
danymi i oprogramowaniem, opracowaniu i wizualizacji wynikéw, przygotowaniu manuskryptu, a
takze korespondenciji z recenzentami manuskryptow. Praca pod wzgledem formalnym przygotowana
zostala zgodnie z wytycznymi jednostki, jednak dobrze byloby, gdyby odrebnie sformufowana
zostala hipoteza rozprawy.

Prowadzone w ostatnich latach badania zespotu Katedry Anatomii i Fizjologii Zwierzat
Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie wskazuja na istotne znaczenie wielu adipokin w
regulacji proceséw rozrodczych u samic $wini domowej na réznych poziomach. Badania Doktoranta
stanowia rozwiniecie tej tematyki badawczej o nowe, niepoznane dotychczas efekty dziatania jednej
z adipokin — chemeryny na ekspresj¢ gendw, przy czym wykorzystano do tego celu nowe narzedzia
bioinformatyczne, ktére pozwolity znacznie poszerzy¢ analizy w zakresie interakeji i zmiennosci
transkryptomu.



We wstepie polskiego opracowania, a takze we wstepie artykuléw wchodzacych w sklad
rozprawy Autor zawart informacje dotyczace odkrycia chemeryny, jej budowy i modyfikacji
potranslacyjnych. Scharakteryzowal receptory hormonu oraz ich specyfike. Zwrocil takze uwage na
obecnos$é receptoréw chemeryny w tkankach zaangazowanych w regulacj¢ proceséw rozrodczych u
ssakow. Wspomniat o roli chemeryny jako hormonu oddziatujacego na adipogeneze i metabolizm
adipocytow, a takze o jej aktywnosci w uktadzie immunologicznym jako cytokiny chemotaktyczne;.
Wiecej uwagi Doktorant poswigcil poznanym efektom dziatania hormonu w ukladzie rozrodczym
ssakow, przy czym podkre$lil, ze nie ma danych na bezposrednie oddziatywanie hormonu na
komérki lutealne. Ponadto zauwazyl, ze zainteresowanie wplywem chemeryny na regulacje
proceséw rozrodczych jedynie w waskim zakresie obejmuje zwierzgta gospodarskie. Zwrocil uwage,
ze wyniki badan zespolu naukowcéw, z ktérymi pracuje, potwierdzily obecno$¢ wszystkich
receptoréw chemeryny w podwzgorzu, jajniku (w pecherzyku jajnikowym i ciatku z6itym) i macicy
$wini w czasie zaréwno cyklu rujowego jak i cigzy. Na tej podstawie Autor postawil hipoteze, ze
hormon moze oddziatywa¢ na procesy rozrodcze u $wini w szerokim zakresie regulujac o$
podwzgérze-przysadka-gonady, w tym takze funkcje ciatka zéttego. Celem badan obejmujagcym
pierwszg prace byta analiza wplywu chemeryny na profil transkryptomu komoérek Iutealnych
wyizolowanych z jajnikow $wini w fazie srodkowo-lutealnej. W drugiej pracy Doktorant powolujgc
sie na dane literaturowe wskazujace na role dlugich niekodujacych RNA (IncRNA) w regulacji
funkcji rozrodczych u ssakow, w tym takze ciatka zottego, postanowil wykona¢ kolejne analizy
bioinformatyczne w celu okreslenia, czy chemeryna moglaby ta droga modyfikowaé ekspresje
genow w komorkach lutealnych $§wini. Natomiast inne doniesienia, potwierdzajgce rol¢ mechanizmu
alternatywnego skladania genéw w regulacji luteolizy, sklonily Autora do podjecia kolejnych analiz
w celu identyfikacji produktow tego procesu pod wplywem dzialania chemeryny w komorkach
ciatka zottego. Ostatnim celem badan Doktoranta byto rozpoznanie przypadkéw wariantow allelo-
specyficznej ekspresji genow pod ptywem chemeryny, przy czym Autor poparl swoja koncepcje
opisujac znany z literatury przyklad polimorfizmu pojedynczego genu skorelowanego ze stezeniem
chemeryny we krwi, towarzyszacego nasileniu angiogenezy u ludzi.

Podsumowujagc - wstep rozprawy jest spojny dla obu publikacji, napisany w sposob
zrozumialy, zawiera wszystkie niezbgdne informacje, ujgte w sposoéb syntetyczny i z wiasciwym
wyborem cytowanej literatury naukowej, co w pelni uzasadnia postawione hipotezy oraz wybor
tematu rozprawy doktorskiej. Informacje zawarte przez Doktoranta we wstepie ptynnie wprowadzajg
czytelnika do tematyki rozprawy. Waznym atutem jest przedstawienie koncepcji dokonania analizy
regulacji ekspresji oraz zmiennosci transkryptomu, ktéra w obszarze tematyki rozprawy jest
nowatorska.

Informacje zawarte w rozdziale ,Materialy i metody” przekonuja o wiasciwym wyborze
materiatu biologicznego do badan (jajniki do izolacji komérek pobierano migdzy 10 i 12 dniem w
fazie najwickszej aktywnosci ciatka zoltego), jego prawidtowej weryfikacji oraz zabezpieczeniu.
Metody izolacji i hodowli komérek lutealnych zostaty szczegétowo opisane — podano nazwy, zrédla
i stezenia odczynnikéw, warunki inkubacji, liczebnos¢ grup, wyjasniono wybor chemeryny uzytej do
inkubacji oraz wlasciwie uzasadniono zastosowane stezenie.

Nasuwa si¢ jednak pytanie, na ile prawdziwy obraz wplywu chemeryny na funkcje ciatka
z6ttego mozna uzyska¢ na podstawie analizy transkryptomu komorek lutealnych inkubowanych in
vitro z czynnikiem doswiadczalnym przez 24h.

Po zakonczeniu inkubacji komérek z chemeryna wyizolowano catkowity RNA, zmierzono
jego stezenie i oceniono czysto$¢ oraz integralnos¢, co miato kluczowe znaczenie w nastgpnych
etapach — syntezie bibliotek cDNA, sekwencjonowaniu oraz analizach in silico. Autor jasno opisal
kolejno$¢ postepowania z wyizolowanym materialem, a takze skrupulatnie opisal zestawy
odczynnikow, warunki eksperymentu oraz aparature, ktérag wykorzystywat na tym etapie.

Nastepna cze$¢ pracy Autora obejmowata analizy bioinformatyczne otrzymanych sekwencji.
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Doktorant bardzo doktadnie opisal kolejne kroki postepowania wraz z informacja o
wykorzystywanych na kazdym etapie programach, czy bazach danych, a takze przyjetych
warto$ciach progu istotnosci statystycznej. Podajac nazwy stosowanego oprogramowania, bibliotek,
czy tez wykorzystywanych baz danych, zadbal takze o to, by powota¢ sie na wiasciwe zrodla
literaturowe, badz w kilku przypadkach - internetowe. Duzym udogodnieniem dla czytelnika bylo
przedstawienie kolejnosci analiz w postaci schematéw zamieszczonych w publikacjach.

Walidacja ekspresji wybranych na podstawie analiz in silico genéw 1 Inc RNA
przeprowadzona zostata metoda qPCR, ktdérg réwniez dokladnie opisano, podano warunki reakcji
amplifikacji, w publikacjach zamieszczono sekwencje starterow.

Wyniki uzyskane przez Doktoranta wskazuja, ze chemeryna moze kontrolowa¢ funkcje
komorek cialka zottego. Na podstawie analiz zsekwencjonowanych bibliotek cDNA w pierwszej
publikacji Autor wykazal, ze chemeryna istotnie zmienifa ekspresje 721 transkryptéw w poréwnaniu
z kontrola, z czego 509 stanowity geny kodujace. Sposréd wszystkich genéw o zmienionej ekspresji
(DEG) dla 301 wykazano wzrost ekspresji, a dla 208 spadek. Autor wyselekcjonowat sposréd nich
10 DEG, dla ktérych zaobserwowano najwyzszy wzrost ekspresji oraz 10 o najwigkszym spadku
ekspresji. Co istotne - z puli DEG dla 98 wykazano zaangazowanie w szlaki metaboliczne majace
znaczenie dla funkcji ciatka zéttego. Wyniki analiz PCR w czasie rzeczywistym dla wybranych 4
gendéw potwierdzity dane otrzymane w wyniku sekwencjonowania.

Nastepnie, na podstawie analiz funkcjonalnych genéw o zmienionej pod wplywem
chemeryny ekspresji — analizy ontologicznej GO, a takze analizy mozliwosci ich zaangazowania w
szlaki metaboliczne z wykorzystaniem bazy KEGG Autor wyselekcjonowatl 7 $ciezek sygnatowych,
na ktore geny o zmienionej przez chemeryne ekspresji mialy istotny wplyw, a nastgpnie podjal si¢
interpretacji tych interakcji w dyskusji. Ponadto do analizy dodatkowo wybratl jeszcze 4 inne $ciezki
sygnatowe, dla ktorych nie wykazano istotnego wpltywu — Doktorant wytlumaczyt te decyzje
znaczeniem tych Sciezek dla funkcji ciatka zoéttego. Wyniki analizy w oparciu o bazg Reactome
pozwolily Autorowi wyrézni¢ 19 szlakéw, na ktére wplyw miaty DEG, a w zakresie pigciu z nich
potwierdzi¢ podobiefistwo w zakresie tego wplywu do wynikéw wczedniejszych analiz
funkcjonalnych.

Dane z sekwencjonowania Autor wykorzystal réwniez do analiz bioinformatycznych
opisanych w drugiej publikacji. Wykorzystujac 5§ réznych programéw wyodregbnit 24 IncRNA o
ekspresji zmienionej (DEL) pod wptywem chemeryny, z czego 4 IncRNA okazaly si¢ czasteczkami
nowoodkrytymi. Wykazat 16 czasteczek DEL o obnizonej ekspresji i 8, ktérych ekspresja wzrosta
pod wplywem chemeryny. Dla czterech wybranych czasteczek IncRNA przeprowadzit walidacje
technika RT PCR potwierdzajac wyniki sekwencjonowania. Identyfikacja zaleznosci pomigdzy DEL
a DEG na podstawie ich ko-lokalizacji (cis-interakcji) w genomie $wini wykazata 11 tego typu
interakcji z 6 genami o zmienionej ekspresji, natomiast na podstawie analiz ko-ekspresji, wigzan
mRNA-IncRNA oraz dopasowania przestrzennego biatko — IncRNA znaleziono 1440 trans-interakcji
DEL powigzanych z 300 DEG.

Analiza zmiennosci miejsc alternatywnego splicingu wykazata 137 miejsc zmienionych pod
wplywem chemeryny i wszystkie byly zlokalizowane w 92 genach o zmienionej ekspresji. Autor
wyréznil 4 geny, dla ktérych wykryto te zmiennosci - w dyskusji probowat wytlumaczy¢ mozliwe
skutki tych zmiennosci dla funkcji komoérek lutealnych.

Kolejnym etapem potwierdzajacym zmiennos$¢ transkryptomu w odpowiedzi na dzialanie
chemeryny bylo wykrycie przypadkow allelo-specyficznej zmiennosci ekspresji. Ujawniono 18
wariantéw istotnie statystycznie zmienionej ta droga ekspresji, z czego 13 nowych. Autor opisal
bardziej szczegdtowo, dla ktorych genow transkrypty byly zmienione i jakie moglo to wywota¢
skutki w ekspres;ji.

Dysponujgc wynikami analiz DEL, ich interakcji cis i trans z DEG, koekspresji oraz
zidentyfikowanymi przypadkami zmiennos$ci alternatywnego splicingu oraz allelo-specyficznej
zmiennosci ekspresji Doktorant wykorzystat program KOBAS w celu dokonania kolejnych analiz
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funkcjonalnych umozliwiajgcych podsumowanie i potaczenie otrzymanych danych z poszczegélnych
procesOw oraz oszacowanie mozliwosci ich zaangazowania w funkcje biologiczne. Zidentyfikowat,
85 szlakow, w ktorych stwierdzone zmiennosci mogly mie¢ znaczenie, z czego 35 o potencjalnej roli
w ciatku z6ttym.

Wyniki poszczegdlnych analiz in silico zostaly opisane bardzo dokladnie, w kolejnosci
zgodnej z zamieszczonymi w obu publikacjach schematami postgpowania. W zaleznosci od rodzaju
wykonanej analizy przedstawiono je w tabelach, na rycinach i wykresach np. wykresach typu MA,
typu wulkan, typu lizak, w postaci mapy ciepla, na wykresie Sashimiego, czy tez w postaci diagramu
Venn’a, takze materiatach uzupetniajacych. Umieszczone we wlasciwych miejscach tekstu publikacji
odnosniki do poszczegdlnych tabel i rycin, a takze klarowne opisy, w sposéb istotny ulatwialy
sprawne odszukanie wynikow. W opisie wynikdw polskiego opracowania rozprawy Autor
przettumaczyt cze$é wynikéw z odpowiednich rozdzialéw publikacji wchodzacych w jej sklad,
chociaz, moim zdaniem, dobrym rozwigzaniem byloby dodatkowe wyeksponowanie i syntetyczne
przedstawienie najwazniejszych wynikéw wynikajacych z przeprowadzonych analiz w osobnym
podrozdziale.

Doktorant wykonat analizy RT PCR w celu walidacji wynikéw sekwencjonowania dla 8
transkryptow. Oprocz tego, przynajmniej dla kilku wyréznionych gendw o zmienionej transkrypcji
mozna bylto przeprowadzi¢ takze analizy ekspresji na poziomie biatka, zwlaszcza, ze interpretacja
wynikow wyraznie sugerowata potencjalng mozliwo$¢ zmian w tym zakresie.

Dyskusja stanowi obszerng cze$¢ rozprawy. Z jednej strony jest to konsekwencja ilosci
wynikow analiz in silico i wykrytych mozliwosci zaangazowania chemeryny w szlaki sygnalowe
komorek lutealnych. Z drugiej strony, wyniki w wielu przypadkach nie byly jednoznaczne 1 w
zwiazku z tym nie zawezyly mozliwosci interpretacji. Rozdziaty w obu publikacjach, ze wzgledu na
rodzaj wykonanych analiz, miaty charakter spekulacyjny.

Autor interpretowat wyniki, dla ktérych analizy in silico wykazaty mozliwos¢ zaangazowania
chemeryny w szlaki sygnatowe komoérek lutealnych, by okresli¢ w jaki sposéb sa regulowane.
Wykazal si¢ przy tym wiedza, dociekliwoscig i pracowitoscig — wyjasnienie wielu skomplikowanych
regulacji wymagato poswiecenia czasu na poszukiwanie danych w pismiennictwie naukowym oraz
ich analize. Jako pierwszy, wraz z Zespotem, udowodnit istotny wplyw chemeryny na komorki
lutealne pozyskane od $wini w srodkowo-lutealnej fazie cyklu rujowego, poprzez zar6wno zmiang
ekspresji gendéw bialek szlaku zwigzanego z aktywacja odpowiedzi zapalnej — NF«B, jak i szlak
transdukcji sygnatu JAK/STAT (kinazy Janusowe/przekaznik sygnalu i aktywator transkrypcji)
zwigzanego z réznicowaniem, migracja, proliferacjg i apoptozg - JAK/STAT. Jak zauwazyt Autor, w
przypadku regulacji szlaku sygnalu NFkB chemeryna aktywowala ekspresj¢ genow biatek
zaangazowanych w klasyczng tzw. ,.kanoniczng” regulacje procesow zapalnych, lecz takze tych,
ktére zaangazowane byly w alternatywna regulacje szlaku. Wyniki nie daty wigc jednoznaczne;j
odpowiedzi na kierunek dziatan chemeryny wskazujagc na mozliwosé dziatania zar6wno
luteolitycznego, jak i luteoprotekcyjnego w komérkach. Luteoprotekcyjny charakter dziatania
chemeryny potwierdzala dalej regulacja ekspresji gendéw bialek uczestniczacych w syntezie
prostaglandyny E» w komérkach, natomiast niejednoznaczny byt wptyw adipokiny na regulacje
apoptozy. Wzrost ekspresji genow biatek niektoérych kaspaz (m.in. kaspazy 3) wskazywat bowiem na
mozliwo$é luteolitycznego dzialania chemeryny, z drugiej strony - wzrost ekspresji genow biatek
odpowiedzialnych za hamowanie kaskady reakcji programowanej $mierci komoérki poprzez wigzanie
kaspaz, ale takze ubikwitynacje biatek zaangazowanych w $ciezke sygnalowa NF«B, swiadczyl o
mozliwosci ochrony przezywalnosci komoérek. Ponadto Autor wspomniat (w drugiej publikacji), ze
wykonana w podobnych warunkach doswiadczalnych analiza bialka kaspazy 3 metods
immunoenzymatyczng nie byla zmieniona przez chemeryng. Analiza wynikéw ujawnita ponadto
pozorng sprzeczno$é, polegajagca na zahamowaniu przez chemeryne ekspresji genu
dehydrogenazy 3B-hydroksysteroidowej, cho¢ wezesniej dowiedziono, ze w podobnych warunkach
doswiadczalnych obserwowano wzrost sekrecji hormonu pod wplywem adipokiny. Wytlumaczono,

4



ze regulacja ekspresji genu enzymu byta prawdopodobnie regulowana poprzez sprzezenie zwrotne
ujemne. Nasuwa si¢ jednak pytanie o inna mozliwo$é wyjasnienia tych obserwacji. Autor zwrocit
uwage na ztozonos¢ regulacji sekrecji podkreslajac, ze dziatanie stymulujace lub hamujgce na tym
poziomie jest zalezne od wielu czynnikow regulujacych funkcje jajnika w roznych fazach cyklu.

W drugiej publikacji mgr Makowczenko poszerzyt interpretacje dotyczace dziatania
chemeryny w komorkach lutealnych potwierdzajac, ze nie tylko zmiana ekspresji genow, ale takze
zmienno$¢ produktéw transkrypcji oraz potencjalne interakcje miedzy nimi, moga istotnie wplywac
na okreélenie kierunku zmian w dziataniu adipokiny. Rozwazania Doktoranta wskazaty na
mozliwo$é jej wielokierunkowego wplywu, ze znaczng przewaga regulacjii w kierunku stymulacji
procesu luteolizy poprzez, przede wszystkim, intensyfikacje procesow zapalnych.

Przekonujaco wskazat na mozliwos¢ zaangazowania receptora chemeryny CCRL2, poprzez
ktory adipokina ta mogtaby petnic funkcje chemotaktyczne i stymulowac migracje leukocytéw do
ciatka zotego. Chociaz ekspresja genu tego receptora nie byta zmieniona to jednak alternatywny
splicing pod wplywem adipokiny zmienil proporcie pomiedzy jego wariantami, cO mogto, jak
sugerowat Autor, powodowac zmiany w szlakach sygnatowych kontrolowanych przez ten receptor —
szlaku kinaz aktywowanych mitogenami (MAPK) oraz szlaku JAK/STAT, a w konsekwencji
determinowaé wzrost procesow prozapalnych i degradacji cialka zoltego. Inne zaobserwowane
istotne efekty dziatania chemeryny - interakcje pomiedzy IncRNA o zmienionej ekspresji, a genami
biatek zaangazowanych w szlak sygnatowy czynnika martwicy nowotworow (TNF) oraz zmiany w
proporcji transkryptow tych genow w wyniku allelo-specyficznej ekspresji mogly, wg Doktoranta,
potwierdza¢ zaangazowanie hormonu w stymulacje syntezy cytokin, chemokin i czynnikow
adhezyjnych, a posrednio w aktywacje luteolizy. Obserwowano m.in. wzrost ekspresji genow
chemokin CCL2, CCL4 i CCLS oraz wykazano mozliwos¢ interakcji ich transkryptow, co mogto
zapoczatkowa¢ infiltracje leukocytow. Autor potwierdzit ponadto, ze wykazany spadek ekspresji
genu biatka luteotropowej chemokiny SDF1 mogt takze posrednio by¢ w ten efekt zaangazowany.
Na podstawie istotnego wzrostu ekspresji genow biatek cytokin prozapalnych IL-lo, IL-6, IL-8,
spadku ekspresji genu biatka przeciwzapalnego transformujacego czynnika wzrostu B (TGF-), oraz
interakcji transkryptow ich genow potwierdzono tez mozliwos¢ aktywacji szlaku NFxB, a w
konsekwencji starzenia si¢ komoérek lutealnych.

Do innych efektéw chemeryny w komorkach lutealnych, ktére wskazywaty na mozliwosc je]
luteolitycznego charakteru, zaliczy¢ mozna takze wzrost ekspresji genow biatek zaangazowanych w
indukcje immunoproteasomu, a takze m.in. trans-interakcje ich transkryptéw z IncRNA o zmienionej
ekspresji. Powstanie pigciu wariantow alternatywnego splicingu transkryptu genu FHL1 (biatka
szlaku sygnatowego JAK/STAT), po inkubacji z chemeryng stwarzato z kolei mozliwo$¢ hamowania
steroidogenezy w komoérkach za jej posrednictwem.

Na podstawie analizy ekspresji Autor wykazal ponadto mozliwos¢ oddziatywania chemeryny
na procesy nekroptyczne w komérkach lutealnych, jednakze nie zaobserwowano zmian w ekspresji
markerowych genow zaangazowanych w ten proces.

Z drugiej strony Autor wykazal mozliwos¢ przeciwnych efektow dziatania adipokiny.
Zahamowanie transkrypcji genéw biatek antygenow nalezacych do grupy MHCII przez chemeryne,
a takze jej wptyw na interakcje oraz na powstanie alternatywnych, krotszych transkryptow tych
genéw w konsekwencji mogto prowadzi¢ do hamowania sekrecji cytokin luteolitycznych. Inny
zaproponowany mozliwy efekt luteoprotekcyjny — wzrost angiogenezy mogt by¢, zdaniem Autora,
zwiazany ze wzrostem ekspresji mRNA dla czynnika wzrostu $rodbtonka naczyniowego A oraz jego
interakcji z IncRNA o zmienionej ekspresji.

Nalezy podkresli¢, ze Doktorant starat si¢ bardzo rzetelnie tlumaczy¢ mozliwosci dziatania
chemeryny w komorkach lutealnych. Whikliwe i drobiazgowe analizy pozwolity na okreslenie
kierunkéw tych dziatan. Mimo dostepnosci zrodet naukowych, nie w kazdym wypadku istniata
mozliwo$é przekonujacej interpretacji, chociaz wykazane zostaly istotne zmiany ekspresji. Takim
przyktadem byly n.p. efekty dzialania chemeryny na regulacje ekspresji genu MCL1.



Inne pytania i komentarze:

1. Na poczatku dyskusji w drugiej pubikacji, celem poparcia znaczenia badan nad transkryptomem,
Doktorant przytoczyt dane wskazujace, ze zmiany na poziomie mMRNA wyjasniaja 84%
zmienno$ci na poziomie biatka. Czy po przeprowadzonych analizach wynikow swoich badan
moze zgodzi¢ sie z tym stwierdzeniem?

2. Podczas lektury rozdziatu ,Dyskusja” w obu publikacjach pewng trudnos¢ stanowito
rozgraniczenie tresci bedacych interpretacja wynikow Doktoranta od tych, ktore byty
interpretacja wynikow badan innych autorow przywolywanych w cytowaniach.

3. Tabela z wyjasnionymi skrotami stosowanymi W pracy znajduje sie w drugiej publikacji,
czesciowo takze przy opisie rycin i tabel, lecz z pewnoscia wyjasnianie skrotow przede
wszystkim - nazw genow, byloby wskazane w tekécie publikacji, przynajmniej w miejscach,
gdzie sg uzyte po raz pierwszy.

4. Bardzo trudno wnioskowaé o wptywie chemeryny na podstawie tylko i wylacznie badan in silico,
o czym $wiadczy niejednoznacznos¢ interpretacjii - np. dziatanie jednoczesnie
proapoptotyczne/luteolityczne 1 antyapoptotyczne/luteoprotekcyjne. Majac zasob informacji na
temat mozliwosci oddzialywnia chemeryny - od czego mozna by rozpocza¢ badania, ktore
potwierdzityby lub wykluczyty spekulacje zawarte w dyskusji rozprawy?

5. W polskim opracowaniu rozprawy, w ostatnim wniosku, Doktorant stwierdzit, ze chemeryna
wydaje sie by¢ hormonem taczacym regulacje proceséw metabolicznych i rozrodezych, jednak
nie jest jasne na podstawie jakich wynikow i jakiej interpretacji taki wniosek mozna byto
sformutowac.

Podsumowanie i wnioski

Rozprawe doktorska mgr. Karola Makowczenki oceniam pozytywnie. Wyniki jego pracy
znaczaco przyczynity si¢ do uzupetnienia wiedzy o mozliwych efektach dziatania chemeryny w
regulacji funkcji uktadu rozrodczego samic zwierzat gospodarskich oraz stworzyly solidne podstawy
do dalszego rozwijania tematyki badawczej w tym zakresie. Zaawansowane umiejetnosci Doktoranta
w zakresie postugiwania si¢ narzedziami bioinformatycznymi i zdolno$¢ krytyczne] interpretacji
szerokiego spektrum analiz zostang z pewnoscig wykorzystane przez naukowcow, z ktorym bedzie
pracowal.

Podsumowujac, uwazam, zZ€ rozprawa doktorska mgr. Karola Makowczenki speinia warunki
okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (tekst
jednolity: Dz. U. z 2022 r. poz. 574 ze zm.). Wnosze do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki
biologiczne Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie o dopuszczenie pana mgr Karola
Makowczenki do dalszych etapow postgpowania o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk
Scistych i przyrodniczych, w dyscyplinie nauki biologiczne.
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