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Ocena rozprawy doktorskiej mgra Pawla Likszo

pt. "Analiza zmian proteomu ciatka Zoltego podczas cyklu rujowego i wezesnej
cigzy u swini domowej”

Przedlozona do oceny rozprawa doktorska zostala przygotowana na wniosek Rady Naukowej
Instytutu Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci Polskiej Akademii Nauk w Olsztynie. Praca
zostala wykonana pod opicka naukowg Pani dr hab. Beenu Moza Jalali w Zakladzie
Immunologii i Patologii Rozrodu, Instytutu Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci PAN
w Olsztynie. Rozprawe doktorska stanowia dwie opublikowane, spdjne tematycznie, prace
oryginalne — nizej wyszczegdlnione — opublikowane w czasopismach z listy Journal Citation
Reports, ktorych taczny wskaznik /F wynosi 7,49, a liczba punktéw na podstawie list
ministerialnych wynosi 240 (na str. 9 wskazano punktacje MNiSW, ale zaktadam, Zze punktacje
zaczerpnigto z ostatniej listy MNiE):

1. Likszo P., Skarzynski D.J., Jalali B.M., 2019 Proteomic Analysis of Porcine Pre-
ovulatory Follicle Differentiation Into Corpus Luteum. Fromtiers in Endocrinology
(Lausanne). Nov 15;10:774. doi: 10.3389/fendo.2019.00774. (IF=3,55; 100 pkt.)

2. Likszo P., Skarzynski D.J., Jalali B.M., 2021 Changes in Porcine Corpus Luteum
Proteome Associated with Development, Maintenance, Regression, and Rescue during
Estrous Cycle and Early Pregnancy. Infernational Journal of Molecular Sciences.
Oct 29;22(21):11740. doi: 10.3390/ijms222111740. (IF=3,94; 140 pkt.)

Publikacje sg wspotautorskie (w kazdej po 3 autorow) i we wszystkich Doktorant jest
pierwszym autorem. Na podstawie przedtozonych o$wiadczen wspdtautorow wynika, ze udzial
Doktoranta polegal na pobieraniu materiatu do badan, wykonaniu analiz laboratoryjnych,
opracowaniu i interpretacji uzyskanych wynikow oraz wspoludziale w przygotowaniu publikacji
do druku. W czesci ,,duthor contribiutions™ publikacji nr 1 nie wskazano Doktoranta wsrod
0s0b, ktére pisaly manuskrypt. Brakuje mi takze w opisanych aktywnosciach Doktoranta
wspotudziatu na poziomie koncepcyjnym, a przynajmniej dyskusji przy doborze metodyki,
jednak rozumiem, ze na ogdél ograniczony czas wspdlpracy z doktorantami i niepewnosé
zwiazana z uzyskaniem finansowania projektow sklania promotoréw do wigczania
ich w projekty, ktére uzyskaly finansowanie zdecydowanie wczesnie;.




Zbiér publikacji stanowiacych rozprawe doktorska poprzedza polskojezyczne
opracowanie (57 stron), w sklad ktorego wchodzi: spis tresci, bardzo obszerny wykaz
stosowanych skrotow, streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wstgp zakonczony
sformutowaniem hipotezy badawczej, celu pracy i zadafh badawczych. Kolejne rozdziaty
obejmuja: materiaty i metody, wyniki, dyskusja, obszema bibliografia (ponad 120 pozycji)
atakze o$wiadczenia wspolautorow. Nalezy podkresli¢, ze praca wykonana zostala dzigki
realizacji projektu badawczego finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki (DEC-
011/01/B/NZ4/03542 oraz ze S$rodkéw statutowych Instytutu Rozrodu Zwierzat i Badan
Zywnosci PAN w Olsztynie.

Analiza merytoryczna

Tematem badawczym podjetym podczas realizacji pracy doktorskiej bylo okreslenie zmian
w profilu proteomicznym ciatka zéltego Swini domowej podczas roznych faz jego aktywnosei,
poczawszy od momentu tworzenia na bazie komoérek pgcherzyka jajnikowego po owulacji
(proces luteinizacji), wzrostu, pelnej aktywnosci oraz regresji (proces luteolizy). Cennym
elementem rozprawy byta réwniez analiza profilu proteomicznego ciatka zoltego we wezesne;
ciazy i proby wyjasnienia mechanizmu odpowiedzialnego za utrzymanie funkcji wydzielniczej
badanej struktury.

Cialko zoMe jest gruczotem endokrynnym o ogromnym znaczeniu w rozrodzie ssakow.
Pomimo, Ze jest autonomicznym gruczolem, pozostaje pod kontrola wielu czynnikow
wydzielanych przez przysadke, jajnik, macice, lozysko oraz zarodki. Nalezy podkresli¢,
7e wielokrotnie opisywano czynniki i wskazywano mechanizmy regulujace funkcje ciatka
70ttego na poziomie molekularnym. Czynniki te o dzialaniu luteotropowym (wspierajace
aktywno$é ciatka z6étego) lub luteolitycznym (prowadzace do regresji cialka zoltego) wywierajg
swoj efekt przede wszystkim poprzez regulacj¢ ekspresji genéw i aktywnosci bialek
zaangazowanych w transport cholesterolu i proces steroidogenezy. Wyniki te dostarczyly wielu
cennych informacji niezbednych w formutowaniu i weryfikacji hipotez badawczych zawartych
w rozprawie doktorskiej, zachowujgc jednoczesnie nowatorski charakter przeprowadzonych
badafi. Poznanie nowych regulatoréw funkcji ciatka zottego i mechanizméw ich dzialania jest
niezwykle istotne ze wzgledu na coraz czegstsze zaburzenia plodnosci czlowieka oraz zwierzat
gospodarskich i ma kluczowe znaczenie dla poprawy wydajnosci reprodukeyjne;.

W badaniach uwzgledniono analize komorek pochodzacych z peknigtego pecherzyka
jajnikowego (POF), ciatka zottego w dniach 3, 9, 12 i 15 cyklu rujowego (dc) oraz w 15 dniu
ciazy (dp). W zadaniu badawczym nr 1 (publikacja'nr 1), material do$wiadczalny (pecherzyki
przedowulacyjne oraz ciatka zélte w 3 dniu cyklu rujowego) pobierano podczas uboju w lokalnej
rzezni od loszek o niezsynchronizowanych cyklach rujowych. Natomiast w zadaniu badawezym
nr 2 1 3 (publikacja nr 2), material do$wiadczalny (ciatka zétte w dniach 3, 9, 12 i 15 cyklu
rujowego oraz w 15 dniu ciazy) pobierano od loszek poddanych stymulacji hormonalnej przy
uzyciu gonadotropiny surowicy zrebnej klaczy (eCG) i ludzkiej gonadotropiny kosméwkowej
(hCG), a w przypadku loszek cigzarnych — poddanych dodatkowo dwukrotne; inseminacji
(w opisie zwierzat w publikacji nr 2 w sekcji Materials and methods zabraklo informacji
natemat inseminacji). Istotnym wzbogaceniem rozprawy doktorskiej jest uwzglednienie
eksperymentu przeprowadzonego w warunkach in vitro na skrawkach ciatka zottego pobranych
od loszek w 9 i 12 dniu cigzy, w ktérym zbadano role sulfotransferaz estrogenowych
w czynnosci cialka zéltego.

Do analizy proteomu wykorzystano dwukierunkowa elektroforeze zelowa oraz tandemowsq
spektrometrie mas MALDI TOF-TOF MS/MS. Uzyskane wyniki proteomiczne weryfikowano
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za pomoca metody Western blot oraz barwien immunofluorescencyjnych. W celu identyfikacji
procesOw biologicznych oraz funkcji molekularnych biatek o zréznicowanej ekspresji w ciatku
zOltym zastosowano analize¢ funkcjonalna in silico z uzyciem Ingenuity Pathway Analysis (IPA).
Przedstawione w rozprawie doktorskiej wyniki badan, zawarte w dwoch publikacjach
w bardzo dobrych czasopismach, dostarczyly wielu nowych 1 oryginalnych danych na temat
biologii ciatka zottego. Nalezy podkresli¢, ze publikacje sa tematycznie oraz metodycznie
spojne. Zastosowane w badaniach analizy laboratoryjne sa wlasciwie dobrane do zalozonych
celow badawczych. Prawidlowo dobrano réwniez analizy statystyczne do opracowania
uzyskanych wynikow. Poréwnanie proteomu przedowulacyjnego pecherzyka jajnikowego (POF)
do proteomu wczesnego ciatka zottego (3 dc) dostarczyto waznych informacji na temat r6znic
w poziomie 167 biatek zaangazowanych w procesy zwigzane m. in. zZ przezywalnoscig komorek
oraz wychwytywaniem wolnych rodnikow. Za interesujacy 1 wazny aspekt prowadzonych badan
uwazam rowniez wskazanie aktywacji dodatkowych szlakéw biochemicznych zwigzanych
z metabolizmem steroidéw we wczesnym ciatku zottym (3 de), tj. szlaku mewalonowego
(aktywacja biatek HMGCI1, FDPS, GGPSI1, IDI1), ktéory moze wspomaga¢ produkcje
progesteronu w poczatkowym okresie wzrostu. Ponadto, po raz pierwszy wykazano, ze biatko
wigzace witamine D (VDPD) moze by¢ potencjalnym transporterem czasteczki LDL do ciatka
z6ltego w celu zwickszenia steroidogenezy (publikacja nr 1). W publikacji nr 2, wykazano,
ze profil proteomiczny ciatka zoltego ulega istotnym zmianom w zalezno$ci od aktywnosci
(3 de, 9 de, 12 dc, 15 dc) w czasie cyklu rujowego. Interesujaca jest analiza zmian w profilu
proteomicznym CL zwigzanych z jego regresjg (12 dc vs. 15 dc). Zidentyfikowano 75 biatek
o zroznicowanej ekspresji (poziom 43 biatek byt wigkszy w 12 dc, natomiast 32 — w 15 dc),
ktore zaangazowane sa w regulacj¢ odpowiedzi na stres oksydacyjny, proces apoptozy,
infiltracje neutrofili, reorganizacj¢ cytoszkieletu i1 syntez¢ steroidow. Analizujagc zmiany
proteomiczne zwigzane z utrzymaniem funkcji cialka Zzoltego w czasie cigzy dokonano
poréwnania profili proteomicznych CL w 15 dniu cyklu i 15 dniu cigzy. Wykazano zwickszenie
poziomu 67 biatek w 15 dp oraz 24 bialek (w opracowaniu polskojezycznym wskazano 43) w 15
dc. Zidentyfikowane biatka sg zaangazowane gléwnie w regulacje procesu steroidogenezy,
metabolizmu lipidow, apoptozy oraz tworzenia reaktywnych form tlenu (publikacja nr 2).

Uwagi i pytania

Prace naukowe, ktére sg podstawa ocenianej dysertacji, opublikowano w czasopismach

o miedzynarodowym zasiegu i wysokich wskaznikach bibliometrycznych. Przeszty one rowniez

wieloetapowy proces recenzencki i edytorski. Podczas analizy publikacji, ale przede wszystkim

podczas oceny polskojezycznego opracowania nasunglo mi si¢ kilka uwag, ktore chcialabym
przekazac:

1) Cel pracy przedstawiony w streszczeniu rozprawy (str. 10) nie jest tozsamy z celem pracy
umieszczonym w koncowej czgsci wstepu (str. 22). Podobna uwaga dotyczy prezentacji
szczegdlowych zadan badawczych; mianowicie W streszczeniu zawarto podpunkt
o0 ,mozliwym mechanizmie luteolizy indukowanej przez endogenng PGF2a”, natomiast
zabraklo tego zadania na str. 22. Ponadto, Doktorant wskazuje w sekcji Wyniki, ze w ramach
zadania badawczego wykonal eksperyment in vitro, jednak nie wskazuje takiego zadania
na str. 22, gdzie znajduje si¢ opis celu pracy i zadaf badawczych. Prosz¢ zwroci¢ uwage
namalo precyzyjne i niejednolite okreslenie kluczowych etapéw rozwoju ciatka zottego
w czasie cyklu rujowego: w streszczeniu (str. 10) — wcezesno-lutealna, wezesno srodkowo-
lutealna, dojrzalos¢ czynnosciowa podczas fazy srodkowo-lutealnej i regresja, natomiast
w teks$cie na str. 22 sg nast¢pujgee okreslemia — wzrost, funkcjonowanie 1 luteoliza CL
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(okreSlenie ,.funkcjonowanie” uwazam za niewlasciwe, bo dotyczy ono rowniez
wezesniejszych etapow powstawania ciatka zoltego, ktére takze produkuje steroidy,
ale w mniejszych ilosciach). Jeszcze inne etapy funkcjonowania ciatka zoltego zawarto
w hipotezie badawczej — rozwdj, czynnos¢ lutealna i regresja, jest jeszcze termin ,,przetom
wrazliwosci luteolitycznej” (str. 48). Taki brak konsekwencji w stosowanej przez Doktoranta
terminologii zdecydowanie utrudnia analiz¢ opracowania polskojezycznego. Bardzo prosze
o ujednolicenie terminologii podczas prezentacji. Moze najprosciej byloby postugiwac sig
konkretnymi dniami cyklu rujowego lub cigzy, a raz i dokladnie wyjasni¢ co byto podstawa
ich wyboru np. w cze$ci Materialy i metody.

2) W Podsumowaniu (cze$¢ 5 opracowania polskojezycznego, str. 47-49), Doktorant formutuje
16 rozbudowanych wnioskow, ktére w przewazajacej czgsci nimi nie s3. Sugerowatabym
ponowna analiz¢ tego rozdzialu i wyodrebnienie punktow, ktore istotnie sg podsumowaniem
uzyskanych wynikéw i przedstawienie je w sposOb bardziej przejrzysty, opierajac sig
na realizowanych zadaniach badawczych i uporzadkowanych etapach rozwoju/aktywnosci
ciatka zottego w czasie cyklu rujowego i wezesnej cigzy (niektore z nich mozna polaczyc).
Sugerowatabym takze wyodrebnienie i dopracowanie wnioskow.

3) Na str. 26 opracowania polskojezycznego oraz na str. 17 publikacji nr 2, Doktorant wskazuje,
ze w ramach walidacji otrzymanych wynikéw proteomicznych wykonano Western blot
w systemie 1-DE i 2-DE (innym razem jest 1D i 2D, jeszcze w innym miejscu 2D-PAGE).
Prosze o odpowiedz, w jaki sposob stwierdzono rdznice statystyczne (opisane na str. 9
w publikacji nr 2) dla biatek APOA1 oraz HSP27 w badanych grupach stosujac system 2D/2-
DE (rycina 6A w publikacji nr 2, brak biatka referencyjnego) 1 dlaczego nie zastosowano
systemu 1D/1-DE, tak jak w przypadku biatek CP i GC (ryc. 6B-D, publikacja nr 2) lub wielu
innych biatek (ryc. 5, publikacja nr 1). Watpliwy jest wybor bialka referencyjnego ACTB
stuzgcego do walidacji wynikow za pomoca metody Western blot (str. 25), jesli wyniki
wskazuja na przyktad zwickszenie ekspresji bialek cytoszkieletu (w tym ACTB) w proteomie
POF w porownaniu do wczesnego CL (str. 38, 1. 23) lub zwigkszenie ekspresji biatek
regulujacych ruchliwo$¢ komorek (w tym ACTB) w proteomie CL w dniu 3. w poréwnaniu
do dnia 9. cyklu rujowego (str. 32, 1. 22).

4) Analiza immunofluorescencyjna, zastosowana w celu weryfikacji ekspresji biatka APOAL,
umozliwita przede wszystkim oceng lokalizacji biatkka APOAI (str. 9 1 17 publikacja nr 2,
oraz str. 36 opracowania), zatem na jakiej podstawie Autor stwierdzil ,,zwickszona ekspresje
tego biatka w 91 12 dc oraz 15 dp w poréwnaniu do 3 i 15 dc” nie stosujac/prezentujac analiz
statystycznych?

5) Prosze o uscislenie okresu matczynego rozpoznania c¢igzy u $wini, poniewaz wystepuja
réznice w opracowaniu polskojezycznym (str. 17 — dni 12-14, natomiast str. 34 — dni 10-13)
oraz w publikacji nr 2 (str. 6 —dni 11-13).

6) W opracowaniu polskojezycznym wystepuje szereg niefortunnych okreslen (stosowanych
raczej w mowie potocznej) takich jak: ,,wzrost lutealny” (str 48, 1. 2); ,,lutealne ciatko zotte”
(str. 49, 1. 6); ,.funkcja lutealna” (str. 22, 1. 4); ,zmiany w proteomie lutealnym” (str. 38,
1. 17); ,,wimentyno-ujemne myszy” (str. 43, 1. 26); ,,rola prozyciowa” (str. 45, 1. 23); ,,plamy
biatkowe/plamki biatka” (str. 31, 1. 3/str. 28); ,luteinizacja pecherzyka jajnikowego w CL”
(str. 16, 1. 16, str. 21, 1. 4) — nie jest procesem fizjologicznym, natomiast wystepuje w zespole
luteinizacji niepgknig¢tego pecherzyka (LUF) i skutkuje zaburzeniami w przebiegu cyklu
iproblemami z zajsciem w ciazg; podobne sformulowanie ,,formowanie CL z pecherzyka
jajnikowego” (str. 20). W zdaniu na str. 45, 1. 27, wkrad! si¢ blad, bowiem aktywacja kaspaz 8



i 3 nie chroni komérek przed apoptoza a wrecz przeciwnie — prowadzi do apoptozy. Zwracam
tez uwage na bledy jezykowe, interpunkcyjne i tzw. literowki: nazwisko znanego
endokrynologa brzmi Bazer a nie Bazar (str. 19); zamiast ,,nm” (str. 37, 1. 12) powinno by¢
,nM”, brak konsekwencji w pisowni identyfikowanych biatek (np. str. 7, 48, 49 — SLUT
lub SULT/SULT1A1 lub SULTA1). W opracowaniu polskojezycznym uzywano okreslenia
,.przysadka mozgowa” (np. str. 18). Wezesniej termin ten byl powszechnie uzywany, jednak
od wielu lat zaleca si¢ stosowanie formy skroconej nazwy tego gruczolu, tj. przysadka.

Dodatkowe pytania:

7) Czy poréwnywano profile proteomiczne ciatek zottych w 3 dniu cyklu rujowego z zadania
pierwszego (od loszek z niezsynchronizowanymi cyklami rujowymi, publikacja nr 1) oraz
zadania 2 (od loszek poddanych stymulacji hormonalnej, publikacja nr 2)?

8) Czy na podstawie uzyskanych wynikow mozna sformulowaé wniosek dotyczacy mozliwego
mechanizmu luteolizy indukowanej przez endogenng PGF2a? (zadanie badawcze nr 4 zawarte
w streszczeniu)?

9) Czy na podstawie uzyskanych wynikéw mozna wskazac (zaproponowac¢) markery procesu
luteinizacji?

10)  Jaki problem badawczy, ktory wylonil si¢ z Pana badan, uwaza Pan za najbardziej
interesujacy i zashugujacy na wyjasnienie w pierwszej kolejnosci, 1 dlaczego?

PODSUMOWANIE

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zawiera nowe i wartosciowe dane, ktore zostaty
opublikowane w bardzo dobrych czasopismach z dziedziny naukowej 1 stanowig cenne
uzupelnienie wiedzy z zakresu biologii rozrodu. Realizacja zaplanowanych zadaf wymagata
duzego nakladu pracy, Doktorant wykazal si¢ dobrym opanowaniem warsztatu badawczego,
znajomoscia nowoczesnych metod eksperymentalnych oraz piSmiennictwa z zakresu tematyki
prowadzonych badan. Doktorant zdoby! niezbedne doswiadczenie 1 umiejetnosci konieczne w
pracy badawczej. Mam nadziejg, ze niektére przedstawione uwagi i sugestie beda przydatne
podczas przygotowywania kolejnych prac do druku, ajeszcze inne wykorzystane w przyszlej
pracy naukowej Doktoranta.

WNIOSEK KONCOWY

W zakonczeniu pragne stwierdzi¢, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zatytulowana
Analiza zmian proteomu cialka zéltego podczas cyklu rujowego [ wezesnej cigzy u swini
domowej” spetnia wymogi okreslone w Ustawie z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach 1 tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. 2003, Nr 65, poz. 595 z pdzn. zm.),
a zatem zwracam sie do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Rozrodu Zwierzgt i Badan
Zywnosci Polskiej Akademii Nauk w Olsztynie z wnioskiem o przyjecie rozprawy doktorskiej
mgra Pawla Likszo oraz dopuszczenie do dalszych etapow postepowania o nadanie stopnia
doktora nauk rolniczych w dyscyplinie zootechnika i rybactwo.

f

~_p Iy .
= o ﬂtw&&




