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RECENZIA PRACY DOKTORSKIEJ MGR PAW!A LIKSZO

pt. ,Analiza zmian proteomu ciatka zéftego podczas cyklu rujowego i wezesnej cigzy u $wini domowej”.

Recenzja zostata przygotowana na wniosek Rady Naukowej Instytutu Rozrodu Zwierzat i Badan
Zywnosci Polskiej Akademii Nauk w Olsztynie, zgodnie z wymaganiami ustawy z 14 marca 2003 roku
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. z 2003, nr 65, poz.595 z pdzn. zm.).

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zostata wykonana w Zakiadzie Immunologii
i Patologii Rozrodu, Instytutu Rozrodu Zwierzat i Badar Zywnosci Polskiej Akademii Nauk w Olsztynie
pod opieka naukowga Pani dr hab. Beenu Moza Jalali. Podstawg rozprawy doktorskiej sg dwie spdjnie
tematycznie publikacje naukowe:

Likszo P, Skarzynski DJ, Moza Jalali B. Proteomic Analysis of Porcine Pre-ovulatory Follicle Differentiation
Intc Corpus Luteum. Front Endocrinol (Lausanne). 2019;10:774. doi: 10.3389/fendo.2019.00774.

Likszo P, Skarzynski DJ, Moza Jalali B. Changes in Porcine Corpus Luteumn Proteome Associated with
Development, Maintenance, Regression, and Rescue during Estrous Cycle and Early Pregnancy. Int J Mol
Sci. 2021;22(21):11740. doi: 10.3390/ijms222111740.

Publikacje te ukazaty w sie w bardzo dobrych, recenzowanych, miedzynarodowych czasopismach z listy
Journal Citation Reports: Frontiers in Endocrinology (IF 3.55) oraz International Journal of Molecular
Sciences (IF 5.94) w latach 2019 i 2021. Czasopisma te znajdujg sie réwniez w wykazie czasopism
naukowych Ministerstwa Edukacji i Nauki z przyznanymi odpowiednio punktami 100 i 140. taczny
wspotezynnik wptywu impact factor czasopism stanowigcych podstawe do ubiegania sie o nadanie
stopnia doktora nauk rolniczych w dyscyplinie zootechnika i rybactwo wynosi 9.49, a suma punktéw
MEIN to 240. W obu publikacjach Pan mgr Pawet Likszo jest pierwszym autorem, a Jego wktad w ich
powstanie zgodnie z zatgczonymi o$wiadczeniami obejmuje pobieranie materiatu do badan, wykonanie
analiz laboratoryjnych, opracowanie i interpretacie wynikéw, wspdtudziat w przygotowaniu
manuskryptow do druku. Przedstawione publikacje zostaty opatrzone opracowaniem przygotowanym
w jezyku polskim, na ktére sktadajg sie: spis tresci, wykaz stosowanych skrétéw, informacja




o opublikowanych oryginalnych pracach stanowigcy podstawe doktoratu, —streszczenie
w jezyku polskim i angielskim, wstep, hipoteza badawcza, cel pracy i zadania badawcze, materiat
i metody, wyniki, dyskusja podsumowanie oraz 123 pozycje literatury. Badania do pracy doktorskiej
wykonano w oparciu o $rodki finansowe pochodzace z Narodowego Centrum Nauki, projekt nr DEC-
011/01/B/NZ4/03542 oraz $rodkéw statutowych Instytutu Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci Polskiej
Akademii Nauk w Olsztynie.

Tematyka rozprawy doktorskiej dotyczy okreslenia molekularnego mechanizmu zmian profilu
proteomicznego w ciatku zéttym (CL) $wini domowej w kluczowych etapach cyklu estralnego. Podjety
przez Doktoranta temat uwazam za interesujgcy bowiem efektywnos$¢ rozrodu swin zalezy m.in. od
prawidtowej morfologii, biochemii i funkcji komorek CL. Zaburzenia powstate podczas formowania CL,
jego petnej funkcjonalnodci czy luteolizy wiagza sie z niewydolnoscig fazy lutealnej, problemami
z zajéciem w cigze czy implantacjg zarodka oraz poronieniami. Istotnym jest réwniez fakt, iz CL swini
podobnie jak u kobiet przechodzi etapy formowania sie, petnej funkcjonalnosci oraz regresji,
w przeciagu kilkunastu dni, co sprawia, ze wymaga to od organizmu uruchomienia wielu mechanizmoéw
pozwalajacych zachowaé jego stabilnos¢ podczas cigzy, m.in. poprzez aktywacjg szeregu cytokin,
hormondw czy czynnikéw wzrostu. Dotychczas wykazano, ze aktywnos$¢ komérek CL regulowana jest
przez czynniki wydzielane przez przysadke mézgowa, jajniki, macice, fozysko i zarodek; czynniki te moga
dziata¢ luteotropowo, wspierajgc czynno$¢ CL lub luteolitycznie. Od kilkunastu lat prowadzone s
badania nad regulacja funkcji komarek CL wielu gatunkdw zwierzat w tym $win, jednak wiedza na temat
zmian w globalnym proteomie komérek CL jest niewielka. Nieliczne publikacje naukowe wskazujg na
zmiany w profilu gendw i biatek CL $win w czasie jego formowania, petnej funkcjonalnosci, regresji czy
podczas wczesnej cigzy. Stad, uwazam, Ze wybdr tematu jest istotny, zmierzajacy do zrozumienia
mechanizméw kontrolujgcych funkcjonowanie CL w kluczowych etapach jego trwania, a tym samym
dostarczenia nowych informacji o regulacji funkgji jajnika swin.

Doktorant w swojej dysertacji poréwnat profil proteomiczny pecherzyka przedowulacyjnego
(POF) z wezesnym CL, nastepnie analizowat proteom CL w réznych etapach cyklu rujowego (luteinizacji,
petnej funkcjonalnoéci, luteolizy) i wezesnej cigzy oraz badat mozliwy mechanizm luteolizy indukowanej
przez prostaglandyne F2a (PGF2a). Autor jako model prowadzonych badah wybrat samice swini
domowej (Sus scrofa domesticus). Ze wzgledu na postawione hipotezy badawcze, zaktadajgce zmiany
profilu proteomicznego w CL zalezne od stanu fizjologicznego loszek Doktorant podzielit samice na 5
grup badawczych, ktére stanowia dzieri 3, dziert 9, dzied 12 i dzier 15 cyklu rujowego oraz okres
weczesnej ciazy (dzien 15 cigzy). Do analizy proteomu wykorzystat dwukierunkowg elektroforezg zelowa
i tandemowa spektrometrie mas (MALDI TOF-TOF MS/MS). Analize funkcjonalng in silico z uzyciem
Ingenuity Pathway Analysis (IPA) wykorzystat do identyfikacji funkcji molekularnych i procesow
biologicznych zwigzanych z biatkami o zréznicowanej ekspresji w wykonanych poréwnaniach. Do
walidacji otrzymanych wynikéw uzyt analizy Western blot w systemie 1-DE i 2-DE oraz barwienia
immunofluorescencyjne. Dodatkowo, w celu okreslenia mozliwego mechanizmu luteolizy indukowanej
przez endogenng PGF2a Pan mgr Pawet Likszo wykorzystat hodowle in vitro skrawkow CL. Za pomocg
metody radioimmunoenzymatycznej oznaczyt poziom hormondw  steroidowych w ptynie
pecherzykowym, osoczu i medium pohodowlanym. Wszystkie otrzymane wyniki poddat analizie
statystycznej.

Oceniana rozprawa doktorska ma charakter opracowania, ktorej zasadnicza czgs¢ stanowig

dwie oryginalne prace naukowe, ktére zostaty juz poddane wnikliwej ocenie minimum przez czterech



recenzentow i dwdch edytorow czasopism o zasiegu miedzynarodowym, zatem moja rola sprowadza
sie do omdéwienia ogdlnych zatozen przedstawionej do recenzji pracy doktorskiej oraz ewentualnych
uwag czy dyskusji z Autorem o wadze prac. Warto$¢ poznawczg i naukowg wynikéw otrzymanych przez
Pana mgr Pawta Likszo oceniam dobrze. Jestem przekonana, ze nowe wyniki badan Doktoranta i Zespotu
dotyczgce analizy profilu proteomicznego komdrek CL beda w istotny sposéb inspirowac do kontynuadji
badart w tym zakresie. Prace sg spdjne tematycznie i metodycznie, a jako catos¢ dostarczajg istotnej
wiedzy z zakresu regulacji funkcjonowanie CL w cyklu rujowym oraz wczesnej cigzy $win i stanowig
odpowiedz na zatozone przez Doktoranta cele badawcze. Prace napisane sg zrozumiale, z jasno
sprecyzowanymi celami i prawidtowo przeprowadzong dyskusja.

W pracy Likszo i wspdt. (2019) Proteomic Analysis of Porcine Pre-ovulatory Follicle Differentiation
Into Corpus Luteum. Front Endocrinol, Doktorant skupit sie na poréwnaniu proteomu POF z proteomem
wczesnego CL. Na podstawie przeprowadzonych analiz z zastosowaniem elektroforezy 2-DE
zidentyfikowat 422 biatka wraz z ich proteoformami. Wyniki przeprowadzonych analiz wykazaty, ze
proteom POF reprezentowany jest gtéwnie przez biatka strukturalne, biatka wigzace wapn oraz biatka
zaangazowane w ukfad ubikwityna-proteasom. W przypadku profilu proteomicznego wczesnego CL
zaobserwowat silng ekspresje inhibitorow proteaz oraz biatek zaangazowanych w transport i synteze
lipiddw. Nastepnie uzywajac programu IPA okreslit udziat badanych biatek w szlakach biochemicznych
oraz funkcjonalnych. Wykazat, ze wsrdod wszystkich zidentyfikowanych biatek w proteomie POF
najwazniejsze procesy obejmowaty ubikwitynacje biatek, odpowiedZ na stres endoplazmatyczny,
przebudowe cytoszkieletu i odpowiedZ na niesfatdowane biatka. W analizie profilu proteomicznego
wczesnego CL biatka zostaty powigzane ze szlakami metabolizmu steroidéw, ubikwitynacji biatek,
odpowiedzig na stres oksydacyjny i sygnalizacja odpowiedzi ostrej fazy. Pordwnujgc profile biatkowe
POF z wezesnym CL Doktorant wykryt 167 biatek zidentyfikowanych jako biatka o zrdznicowanej ekspresiji
(DEPs), ktorych funkcje obejmujg przetrwanie i $mier¢ komorek, metabolizm steroidow, ruch
komorkowy czy transport molekularny. Ponadto, zidentyfikowat szereg szlakow kanonicznych, ktore
wspierajg proces luteinizacji. Walidacje otrzymanych wynikéw Pan mgr Pawet Likszo wykonat badajac
ekspresje biatek PDIA3, HSP60, ceruloplazminy, AKR1B1, biatka wigzgcego witamine D oraz SELENBP1
metodg Western blot.

W drugiej publikagji Likszo i wspot. (2021) Changes in Porcine Corpus Luteum Proteome
Associgted with Development, Maintenance, Regression, and Rescue during Estrous Cycle and Early
Pregnancy Doktorant postawit sobie ambitny cel pordwnania profilu proteomicznego CL z 3 dnia cyklu
z CL z 9 dnia cyklu, proteom CL z 9 dnia cyklu z CL z 12 dnia cyklu, proteomu CL z dnia 12 cyklu z CL
luteolitycznym z 15 dnia cyku, oraz proteomu CL luteolitycznego z 15 dnia cyklu z CL z 15 dnia cigzy.
Analizujac ogrom otrzymanych wynikow Pan mgr Pawet Likszo stwierdzit:

v Wyzszg ekspresje dla 154 biatek w CL z 9 dnia cyklu (w tym biatka transportowe, biatka ochrony
przed stresem oksydacyjnym, biatka opiekuricze, biatka regulujace ruchliwos¢ komorek) oraz dla 37
hiatek CL z 3 dnia cyklu (w tym inhibitory proteaz serynowych, biatka uktadu dopetniacza). Analiza
przeprowadzona w programie IPA wykazata, ze w CL z dnia 9 cyklu DEPs byty zwigzane ze wzrostem
komdrkowym, endocytoza, angiogeneza, koncentracja lipidow i triacylogliceroli, wspierajac tym
samym wzrost lutealny oraz steroidogeneze w komérkach CL.

v' Zwiekszong ekspresje dla 56 biatek w CL z 12 dnia cyklu oraz dla 11 biatek w CL z 9 dnia cyklu.
Utrzymanie funkcji lutealnej (od 9 do 12 dnia cyklu) wigzato sie ze zwiekszeniem ekspresji biatek
szlaku biosyntezy steroiddw, przezywalnoscig komdrek i biatek zwigzanych z migracja komorek.




Wykazat rowniez zwiekszong ekspresje czesci biatek zwigzanych z tagodzeniem stresu
oksydacyjnego w CL z dnia 12 cyklu. Dodatkowo w analizie funkcjonalnej CL z dnia 12 cyklu
stwierdzit zwiekszenie ekspresji biatek zwigzanych z odpowiedziag immunologiczng na makrofagi
oraz obnizenie poziomu biatek zwigzanych z homeostaza energetyczng czy stresem oksydacyjnym.

v' Réznice w ekspres;ji biatek CL z dnia 12 cyklu z poziomem biatek CL z dnia 15 cyklu. Biatka wykazujace
zwiekszong ekspresje w CL z 12 dnia sklasyfikowat do biatek zaangazowanych w organizacje
komarki, proces translacji, metabolizm lipidoéw i odpowiedz na stres oksydacyjny. Natomiast biatka
o zwiekszonej ekspresji w CL z 15 dnia cyklu powiazat z przebudowa komérek, odpowiedzig ostrej
fazy czy aktywnoscia proteolityczna.

v Zwiekszenie ekspresji 67 biatek oraz zmniejszenie poziomu 43 biatek w CL 15 dnia cigzy
w pordwnaniu do CL z 15 dnia cyklu. Zidentyfikowane biatka o zwiekszonej ekspresji uczestniczyty
gtéwnie w procesie steroidogenezy i apoptozy. Wérdd zidentyfikowanych szlakéw kanonicznych
w ciazowym CL wskazat endocytoze za posrednictwem klatryny i $ciezke biosyntezy cholesterolu.
Ponadto utrzymanie funkcji lutealnej CL wigzato sie rowniez ze znacznym obnizeniem ekspres;ji
biatek zwiazanych z sygnalizacjg $mierci komérki i tworzeniem reaktywnych form tlenu.

Doktorant réwniez w tej publikacji wykonat walidacje otrzymanych wynikdw poprzez zbadanie ekspresji

biatka dla APOA1, HSP27, CP, GC metoda Western blot oraz okreslenie lokalizacji biatka APOAL w CL

zdnia 3,9, 12, 15 cyklu estralnego i 15 dnia cigzy metoda immunofluorescencyjng. Dodatkowo, Pan mgr

Pawet Likszo przeprowadzit hodowle in vitro skrawkdw CL z dnia 9 i 12 cyklu estralnego z triklosanem

(inhibitorem sulfotransferazy) podanym tacznie z PGF2a i estradiolem (E2). Po wykonaniu oznaczen

poziomu progesteronu (P4) w medium podhodowlanym wykazat, ze taczne podanie triklosanu z PGF2a

i E2 obniza istotnie statystycznie poziom badanego steroidu w obu badanych grupach.

Po przeczytaniu ww. prac nasuwa mi sig kilka pytan, komentarzy i uwag. Prosze o ustosunkowanie sie
do nich:

- prosze o uzupetnienie informacji o rasie i wieku $win z ktdrych izolowano POF i wczesne CL (publikacja
1)

- czy uzywane przeciwciata do analizy Western blot czy immunohistochemii byty walidowane, np. w
eksperymencie z peptydem blokujagcym? Czy uzyte przeciwciata byly specyficzne dla $wini? Czy
Doktorant rozwazat dodanie pozytywnej kontroli, jezeli po raz pierwszy wykazat ekspresje niektorych
biatek w $wiriskim CL? Moim zdaniem w dokumentacji wynikow powinny by¢ umieszczone masy
czgsteczkowe badanych biatek

- dlaczego w walidacji wynikéw metoda Western blot (publikacja 2), Doktorant zdecydowat si¢ badac
ekspresje biatek APOAT i HSP27 metoda Western blot 2-D, a pozostate biatka CP i GC metodg Western
blot 1-D?

- czy w kontekécie otrzymanych wynikéw immunolokalizacji biatka APOA1 gtéwnie w duzych komdrkach
lutealnych Doktorant rozwazat badania poréwnujace zmiany w ekspresji badanych biatek w zaleznosci
od typu komdrek budujacych CL. Moim zdaniem, ciekawe bytoby poréwnanie profilu proteomicznego
komdrek warstwy ziarnistej i ostonki wewnetrznej POF z matymi i duzymi komérkami lutealnymi. Po
pierwsze, oba typy komdrek pecherzyka wspdtgraja w wielu procesach fizjologicznych regulujgcych
rozréd m.in. steroidogenezie, a po drugie z komorek warstwy ziarnistej ksztaftuja sie duze komorki
lutealne a z ostonki mate komorki lutealne. Mysle, ze bylyby to wartoéciowe wyniki badan procesu
luteinizacji CL. Prosze o komentarz do uwagi.



- w publikacji 2 Doktorant mierzyt poziom P4 w surowicy krwi $swin w cyklu rujowym, czy rozwazat
wykorzysta¢ wyniki do analizy korelacji pomiedzy stezeniem tego steroidu we krwi a poziomem
wybranych biatek w CL?

- prosze o wyjasnienie wynikow badan in vitro braku wptywu E2 i PGF2a na sekrecje P4. W dostepnych
danych literaturowych oba hormony obnizajg sekrecje P4 przez komorki lutealne swini. Moim zdaniem
tytut tego zadania badawczego (czyli mechanizm luteolizy indukowanej przez PGF2a) powinien brzmiec
udziat sulfotransferazy estrogenowej w regulacji sekrecji P4 przez CL z 9 i 12 dnia cyklu rujowego po
podaniu PGF2a i E2. Czy Doktorant rozwazat eksperyment dawko — zaleznego wptywu E2 i PGF2a na
sekrecje P47 Czy brat pod uwage analize aktywnosci enzymatycznej i ekspresji biatka SULT po
zastosowaniu Triclosanu?

- prosze o uzupetnienie z jakiej liczby zwierzat i ile CL uzyto do hodowli in vitro skrawkow CL. lle razy
powtarzano ten eksperyment? Jakiej wielkosci byty hodowane eksplanty CL?

- prosze o wyjasnienie wkfadu Doktoranta w powstanie obu publikacji poniewaz informacje podane
w zatgczonych o$wiadczeniach nie sg tozsame z wktadem autorédw w powstanie obu publikacji

- prosze o informacje czy Doktorant brat udziat we wszystkich analizach bioinformatycznych uzyskanych
wynikéw? Czy korzystat z pomocy bioinformatyka?

- jakie dodatkowe eksperymenty wyjasniajgce funkcjonalnosc badanych biatek w procesach luteinizacji,
petnej aktywnosci i luteolizie CL $wini moze zaproponowac Doktorant?

- czy Doktorant moze wskazac ograniczenia swoich badan?

- w jaki sposéb, uzyskane na swinskim modelu wyniki, mogg by¢ wykorzystane w przysztosci
w badaniach patofizjologii rozrodu kobiet? Prosze o krotki komentarz o aplikacji badan uzyskanych
w ramach pracy doktorskiej.

7 obowigzku recenzenta musze stwierdzic¢, ze w czesci polskojezycznej opracowania znalazto sie
wiele skrotéw myslowych, btedow edytorsko- stylistycznych i niescistosci:

- w streszczeniu pracy (str. 11) Doktorant uzywa pojecia , wczesne biatka lutealne”, mysle, ze
miat na mysli biatka wczesnego CL

- w streszczeni pracy (str. 12) zabrakto opisu wynikdw z eksperymentu in vitro, Doktorant
ogdlnikowo opisat ,udziat metabolizmu estrogenéw w luteolizie indukowanej przez PGF2a”. Ten
wniosek wydaje sie by¢ nadinterpretacjg, poniewaz metabolizm estrogendw nie ogranicza sie tylko do
aktywnosci sulfotransferaz ale jest to ztozony proces w ktérym bierze udziat wiele enzymdéw
i hormonow.

- nie zgodze sie z informacja, ze w pracy po raz pierwszy zidentyfikowano w CL swini biatka
zwigzane z metabolizmem E2: SULT i COMT (str. 12, str. 49). Publikacja prof. Gregoraszczuk i wspdt.
(2015} Environ Toxicol Pharmacol 40(2):498-507. doi: 10.1016/j.etap.2015.07.011 opisuje ekspresje
biatka oraz aktywnos¢ SULT i COMT we wczesnym, srodkowym i pdZznym CL Swini

- w zadaniach badawczych (str. 22) zabrakto punktu badan in vitro: mozliwego mechanizmu
luteolizy indukowanej przez endogenng PGF2a

- rycina 1 (str. 23) powinna by¢ cytowana w tekscie opracowania

- moim zdaniem w opracowaniu po dodanych oryginalnych publikacjach Doktorant powinien
umiesci¢ materiaty dodatkowe (Supplementary Materials) do obu publikacji, w przypadku 1 publikacji
jest to 5 tabel i prezentacja z 5 slajdami; w przypadku 2 publikacji jest to 7 tabel i 1 figura

- skréty wprowadzone za pierwszym razem w pracy powinny by¢ konsekwentnie stosowane, np.
Doktorant wprowadzit skrot POF — pecherzyk przedowulacyjny a zdarza sie (str. 32) uzywaé
naprzemiennie skrot — nazwa petfna, co nie potrzebnie wprowadza chaos w tekscie




- liczne btedny stylistyczne, np. str. 33, ,biatek zwigzanych w tagodzeniem stresu” powinno
zastapi¢ ,biatek zwigzanych z tagodzeniem stresu”, w podsumowaniu (str. 47) np. zotttego, ciata,
endozytoza, w opisie wynikéw (str. 31) zamiast funkcja wolne rodniki — wolnych rodnikéw...
w podsumowaniu (str. 49) ,zgodnie z nasza najlepsza widza” jest to zapozyczenie z jezyka angielskiego
btednie napisane

- moim zdaniem w podsumowaniu Doktorant mogtby umiesci¢ schemat obrazujgcy otrzymane
wyniki, podobnie jak w publikacji 1 (Figura 6) znacznie wzbogacitoby to oprawe graficzng opracowania.
W mojej opinii 16 wnioskdw przedstawiono w sposéb chaotyczny, czy Doktorant ma pomyst na
uporzadkowanie podsumowania otrzymanej ogromnej liczby wynikow?

Podsumowuijac, przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pana mgr Pawta Likszo jest
oryginalnym dzietem naukowym, zawierajgcym wyniki, ktére poszerzajg wiedze z zakresu regulacji
mechanizméw molekularnych komérek CL $win, o czym $wiadczg 2 opublikowane oryginalne artykuty.
Autor wykazat sie umiejetnoéciami w prowadzeniu badan, wnioskowaniu w oparciu o uzyskane wyniki
oraz wiedza pozwalajgca na rzeczowa dyskusje z recenzentami prac. Przeprowadzone badania
wymagaty przygotowania merytorycznego i warsztatowego. Zawarte w niniejszej recenzji uwagi, pytania
czy komentarze nie umniejszajg wartosci merytorycznej ocenianej pracy doktorskiej lecz sg zacheta do
naukowej dyskusji.

Whiosek koricowy: stwierdzam, ze oceniona praca pt. ,Analiza zmian proteomu ciatka z6ttego
podczas cyklu rujowego i wczesnej cigzy u $wini domowe]” odpowiada wymogom stawianym
rozprawom doktorskim okreglonym w ustawie z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach i tytule naukowym
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2003, Nr 65, poz.595 z pozn.zm.) stawianym
kandydatom ubiegajagcym sie o uzyskanie stopnia naukowego doktora. W zwigzku z powyziszym
przektadam Wysokiej Radzie Instytutu Rozrodu Zwierzgt i Badan Zywnosci Polskiej Akademii Nauk
w Olsztynie wniosek o dopuszczenie Pana mgr Pawta Likszo do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Z powazaniem

Krakdw, 16 grudnia 2022 roku dr hab. Agnieszka Rak, prof. UJ



