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Recenzja rozprawy doktorskiej Pana mgr Mateusza Sachajko
pod tytulem

Dietary effect of polyunsaturated fatty acids on the porcine liver by analyzing the
differential gene expression and weighted gene co-expression network analysis of
miRNA data in Polish Landrace and Polish Landrace x Duroc pigs

Wplyw wielonienasyconych kwasow ttuszczowych w diecie na watrobe §win poprzez analizg
zroznicowanej ekspresji gendw oraz analize sieci wazonej koekspresji genéw danych miRNA
u $win rasy polskiej biatej zwistouchej i krzyzéwki polskiej biatej zwistouchej z duroc

Recenzje wykonano na zlecenie Dziekan Wydziatu Nauk Biologicznych i Weterynaryjnych
Uniwersytetu Mikolaja Kopernika w Toruniu, pismem z dnia 25 kwietnia 2023r.

Ocena tematyki pracy

Na calym $wiecie wieprzowina jest jednym z najczgsciej spozywanych migs, co czyni $winie
(Sus scrofa) waznym gatunkiem zwierzat gospodarskich i waznym Zrddtem biatka i kwaséw
thuszczowych w diecie cztowieka. Wieprzowina jest bogata w nasycone kwasy thuszczowe
(SFA), jednonienasycone kwasy ttuszczowe (MUFA) 1 wielonienasycone kwasy ttuszczowe
(PUFA). Kwas oleinowy, omega-9 (OA, C18:1 cis 9; n-9); kwas linolowy, omega-6 (LA,
C18:2 cis 9, 12; n-6); i kwas a-linolenowy, omega-3 (ALA, C18:3 cis-9, 12, 15; n-3) to
niektdre z nienasyconych kwaséw thuszczowych, ktore przynosza korzysci dla zdrowia
cztowieka (Zhang i in. 2016). Na przyktad MUFA, ktore sg obecne w oliwie z oliwek i oleju
rzepakowym, sg syntetyzowane w organizmie czlowieka i pomagaja w profilaktyce choréb
uktadu krazenia.

Watroba jest centralnym narzagdem metabolicznym i odgrywa kluczowg role w ekspresji
gendw regulowanej przez kwasy ttuszczowe, przy czym PUFA sg gléwnymi regulatorami
ekspresji genow kodujacych enzymy lipogeniczne w watrobie. Wiemy juz, iz zmiany w
roéwnowadze metabolicznej szlakéw lipidowych w watrobie i rozregulowanie kontroli energii
prowadzg do stanéw patologicznych, takich jak cukrzyca, otytos¢ i zespdt metaboliczny.
Ponadto, niektére sktadniki odzywcze oraz sygnaty hormonalne i neuronalne sg
odpowiedzialne za regulacje metabolizmu lipidéw, glukozy i aminokwaséw w watrobie. Aby
lepiej zrozumie¢ wptyw pozadanych kwasow tluszczowych na zdrowie zwierzat i ludzi od
niedawna prowadzi si¢ intensywne badania omiczne nad szlakami zwigzanymi z
metabolizmem lipidéw (np. Fanalli i in. 2023), wigzacymi ich wyniki z waznymi cechami
fenotypowymi (np. Davoli i in. 2018). Warto tu doda¢, iz $winie sg uwazane za zwierzeta



modelowe do badan naukowych na ludziach, poniewaz wiele aspektéw ich fizjologii jest
bardzo podobnych do ludzkich.

Nalezy stwierdzi¢ zatem, ze zagadnienie bioinformatycznego opracowania wptywu diety
omega-6 i omega-3 na transkryptom mikro RNA w watrobie u $win rasy polskiej biatej
zwistouchej (PL) i krzyzéwki rasy polskiej biatej zwistouchej x Duroc (PL x Duroc), podjete -
w rozprawie doktorskiej przez Pana mgr Mateusza Sachajko jest aktualne i miesci si¢ w
dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne.

Aby wypehié¢ luke w wiedzy o wptywie diety wzbogaconej w kwasy ttuszczowe omega-6 i
omega-3 na ekspresje genéw mikro RNA §win PL i PL x Duroc za cele niniejszej pracy
Doktorant przyjat:

e Zbadanie profilu ekspresji mikro RNA w watrobie $win rasy polskiej biate]
zwistouchej (PL) i krzyzowki rasy polskiej biatej zwistouchej x Duroc (PL x Duroc),
oraz wariantéw zywieniowych (karmienie dieta uzupetniajaca wzbogacong w kwasy
thuszczowe omega-6 i omega-3 (PUFA)). Doktorant zastosowat poréwnawczg analizg
ilosciowa i jako$ciowa transkryptéw mikro RNA o zréznicowanej ekspresji (DEG) na
podstawie danych z sekwencjonowania nastepnej generacji (Illumina MiSeq).

e Zbadanie korelacji miedzy ko-eksprymowanymi miRNA a cechami fenotypowymi, w
tym identyfikacja istotnych genéw miRNA powigzanych z cechami. Tutaj, Autor
przeprowadzil poréwnawcza analiz¢ moduléw zwigzanych z cechami hodowlanymi a
priori (WGCNA).

e Zbadanie dieto-zaleznych sieci ekspresji genow mikro RNA w modutach
specyficznych dla danej cechy u §win PL i PL x Duroc.

Ocena formalna pracy

Recenzowana rozprawa doktorska, wydana w formie monografii napisanej w jezyku
angielskim, liczy 217 stron, zawiera 79 rysunkow i 64 tabele. Zamieszczone w pracy rysunki,
w tym diagramy Venna, mapy cieplne, dendrogramy, wizualizacje sieci oddziatywan
molekularnych, sa w miare czytelne (gtéwny problem to roéznej wielkosci czcionki i ich
kolory) i poza jednym (Rys. 1) ilustruja zatozenia i wyniki badan wlasnych
przeprowadzonych przez Doktoranta. Tabele wnosza duzo ciekawych informacji, jednak
przygotowane sg do$¢ chaotycznie a ich nagtéwki sa czgsto bardzo lakoniczne i nierzadko
wprowadzajg w biad czytelnika. Spis literatury liczy 206 pozycji; cytowane piSmiennictwo
jest $cisle zwigzane z tematykg rozprawy, jest dobrze wykorzystane do opisu stosowanych
metod i ma kluczowe znaczenie w interpretacji uzyskanych wynikow. Uklad rozprawy jest
klasyczny z podziatem na cze$¢ literaturows i analityczna, t.j. Abstract z polskim
streszczeniem (4bstract (PL)), Introduction, Dissertations’ research objective and goals,
Materials and Methods, Results, Discussion, Conclusions i References z Internet sources.
Wymienione czedci pracy poprzedzaja Acknowledgments i Table of content. Edycja pracy jest
do$¢ staranna, napisana jest ona poprawnym jezykiem. Zdarzaja si¢ jednak w tekscie
czasowniki frazowe, phrasal verbs, np. ...were filtered out..., ktorych powinno si¢ unika¢ w
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tekstach formalnych, takich jak rozprawa doktorska. Moja uwage skupito tez zaniechanie
informowania czytelnika o formie badanych mikro RNA, tak, ze niejednokrotnie nie mamy
pewnosci, czy opis dotyczy genu kodujacego dany mikro RNA, czy jest to niedojrzaty mikro
RNA (pre-miRNA), czy dojrzaty mikro RNA. Takze bardzo liczne powtdrzenia tresci
zawartych w tabelach i na rysunkach, w opisujacych je akapitach rozprawy (gtéwnie w sekcji
Results) nie utatwiajg lektury tekstu. Na przyktad, w akapicie 4.4.1 wymieniono po kolei 38
termindw z listy ontologii genowych, wywnioskowanych dla miRNA ulegajacych ko-
ekspresji (miRNA-gen targetowy) o najwyzszych zaleznosciach w module czarnym,
doktadnie takich samych i w tej samej kolejnosci jak na odpowiadajagcym temu wynikowi
badania rysunkowi nr 53.

Ocena merytoryczna pracy

Przystepujac do analizy dysertacji oczekiwatem pewnej opowiesci, ktdra opisujac obecny stan
wiedzy w tym niewatpliwie ciekawym temacie badan bedzie stopniowo implikowa¢ dzialania
naukowe Doktoranta. Pan mgr Mateusz Sachajko czes¢ 1, Introduction, rzeczywiscie
rozpoczat od krotkiego omowienia budowy i funkcji lipiddw, budowy i funkcji wybranych
kwasow thuszczowych. Tuz za tym wstepem (moim zdaniem zbyt wezesnie), Doktorant
zaproponowat 4 hipotezy badawcze ktore sg bardzo ogolnie sformutowane (PUFA bedg miaty
wplyw na ekspresje wgtrobowych mikro RNA a niektore z nich mogg okazac sie przydatne w
optymalizacji zywienia Swin), co jest niestety typowe w pracach badajacych réznorodne .-
omy”, dobrze natomiast wpisujg si¢ w obszar badan nutrigenomicznych §win. W kolejnych
akapitach Doktorant przedstawia najwazniejsze informacje w powigzaniu do tematu rozprawy
doktorskiej (1.2), miedzy innymi omawia, rolg §wini jako modelu badan nutrigenomicznych,
przywotuje najwazniejsze informacje o wysokoprzepustowych technikach sekwencjonowania
z uwzglednieniem miRNA-seq, w (zbyt) telegraficznym skrdcie omawia klase mikro RNA
(wsrod krétkich niekodujacych RNA). Moim zdaniem, ta czg$¢ powinna zawiera¢ informacje
dotyczace form mikro RNA obecnych w komérkach (pri-, pre-, dojrzatych) oraz krotki opis
ich biogenezy. Ostatnig czgs¢ stanowi lista zadan do wykonania w pracy, ktére w jasny
sposob definiujg obszar badan objety rozprawa.

Niestety, nigdzie w pracy nie znalaztem wyjasnienia, dlaczego obiektem badan
ukierunkowanych na poznanie podioza molekularnego efektow wywotywanych przez badane
kwasy PUFA w watrobie $wini ma by¢ transkryptom mikro RNA. Dla mnie byto to na tyle
zaskakujgce, iz niecierpliwie czekalem na odpowiedz, na ile wiarygodne do rozstrzygnigcia
hipotez moze by¢ oparcie si¢ na stwierdzonej za pomoca metod bioinformatycznych ko-
ekspresji genow targetowych w oparciu o ekspresje mikro RNA, gdy reaktom zmienia si¢ tak
dynamicznie. System kontroli ekspresji gendéw mikro RNA na poziomie transkrypcji i jej
wplywu na ekspresje mRNA i biatka, obejmuje przeciez szereg mechanizméw, znanych dla
gendéw eukariotycznych. Do najwazniejszych zaliczam regulacje przez elementy dziatajace w
uktadzie cis, czynniki transkrypcyjne, ko-aktywatory i ko-represory biatkowe a takze
modyfikacje epigenetyczne prowadzace do zmiany struktury chromatyny. Co wigcej,
ekspresja genéw miRNA moze podlegaé kontroli przez same mikro RNA.



W rozdziale 3, Material and Methods, Autor przedstawia najwazniejsze informacje
metodyczne. Do realizacji poszczegolnych celow pracy Pan Mateusz Sachajko wykorzystat
probki watroby pozyskane wezesniej przez zesp6t dra Szostaka. Autor dysertacji powoluje sig
tutaj na publikacje z roku 2016 i 2020; niestety ta ostatnia pozycja nie widnieje w spisie
literatury. O ile wysoko oceniam podjecie sie zadania w oparciu o juz zdobyte materialy i
praktycznym zastosowaniu Zasady 3R, o tyle niewatpliwie stabg strong tej czesci pracy jest
brak informacji o kryteriach wyboru probek oraz ich charakterystyk. Do nich zaliczytbym
mase $win, od ktérych pobrano skrawki watroby, ple¢, lokalizacje biopsji w ptatach watroby
(niejednokrotnie notuje sie réznice nie tylko w zawartosci thuszczu migdzy ptatami watroby,
ale takze profilami ekspresji genéw), sposéb dtugoterminowego przechowania probek, tak
wazny w dla powodzenia prac z kwasami rybonukleinowymi. Takie dane niewatpliwe
wzbogacityby opis wynikéw a w przysziosci stanowityby poszukiwane Zrédto informacji do
wykorzystania w poréwnawczych analizach nutrigenomicznych.

W obszernym podrozdziale 3. 3, Experimental design of NGS-based miRNA-Seq experiment,
Autor informuje o wybranym przez siebie zestawie analiz bioinformatycznych do
wnioskowania na temat profili mikroRNA w watrobie $wini: DEGs to badania ilosciowe i
jakosciowe miRNA o zrdznicowanej ekspresji, powszechnie stosowane w tego typu
zadaniach, natomiast WGCNA, to analiza sieci korelacji, ktorej uzycie utatwi¢ ma
zrozumienie praktycznego znaczenia uzyskanych wynikow dla hodowli. Zgrabnie
kontynuujac ten watek Pan mgr Sachajko skupia si¢ na opisie procedur laboratoryjnych i
badawczych, niezbednych dla powodzenia projektu. W tej czesci opisu zabrakto mi tabeli
informujacej o wartosci wskaznika RIN we wszystkich badanych probach (podrozdziat
3.3.2.1; mozna te dane umiescié w Tabeli 1), wyjasnienia sformutowania ,,poor quality” i
warto$ci odciecia dla sekwencji w uzyskanych w 12 plikach FastQC (wykresy
podsumowujace surowe dane i tabele zatatwilyby sprawg). Co wiecej, uwazam, ze wszystkie
dane sekwencjonowania NGS, powinny by¢ zdeponowane w NCBI Sequence Read Archive
(SRA) przed opublikowaniem rozprawy/artykutu. Ulatwitoby to znacznie oceng jakosci
uzyskanych danych sekwencjonowania. Doceniajac wiedze zgromadzong w tym rozdziale
przez Doktoranta nalezy zatowacé, ze zabraklo tutaj informacji wyjasniajacych sens niektorych
poréwnan miedzygrupowych w analizie DEG. O ile poréwnania wariantéw zywieniowych w
ramach jednej rasy oraz tego samego wariantu zywieniowego w dwoch réznych rasach sg
uzasadnione, o tyle nie rozumiem celu poréwnania profili mikro RNA watréb PL x Duroc
zywionych pasza eksperymentalng i rasy PL zywionej pasza standardowg. W tej czegsci pracy
zauwazyltem takze niefortunny opis kryterium uznania obserwowanych roznic za istotne
statystycznie. Na przyklad, na stronie 36 jest zapis Every functional group pathway
discovered were filtered out if the p-value after Bonferroni correction was less that 0.05,
sugerujgce iz tylko te grupy szlakéw wykazujace p > 0.05, uznaé na lezy za istotne, co jest
nieprawdg. Podobne zapisy mona spotka¢ jeszcze kilka razy w tekscie.

,Results” to czwarty rozdziat zestawiajacy rezultaty badan Doktoranta, pogrupowane w 4
zagadnienia badawcze, odnoszace sie do (i) analizy DEG, (ii) analizy WGCNA, (iii)
mapowania genéw miRNA do zdefiniowanych modutdw, oraz (iv) wizualizacje sieci
oddziatywan molekularnych. Autor cierpliwie i doktadnie prowadzi czytelnika przez kolejne
analizy, zalaczajac tabele, diagramy Venna, mamy cieplne i sieci powiazan. Szkoda, ze dane
zestawione w oddzielnych tabelach sg trudne do poréwnania, najczeséciej z powodu



nieprecyzyjnego opisu w nagldwku (czasem z opisu tabeli nie wynika, ktérego poréwnania
dotyczy tabela) a takze zmieniajacej si¢ liczby kolumn i przedstawianych danych. Zdarza sie,
ze w jednej tabeli geny nazywane ,,upregulated”, maja dodatnie logoFC a w nastgpnej
wartos$ci ujemne. Problem ten mozna by rozwigza¢ stosujac symbol wartosci bezwzgledne;,
jak w legendzie Rysunku 1.

MC-LR 6d vs. PBS

-log10(p-adjusted)

log2(fold change)

Rys. 1. Poziom ekspresji mRNA gendw w watrobie siei (Coregonus lavaretus, L.) po 6 dniach dootrzewnowej
ekspozycji na mikrocystyne-LR w dawce 100 ug/kg w poréwnaniu (relatywnie) do grupy kontrolnej (PBS;
iniekcja buforem fosforanowym), wytypowanych na podstawie analizy w programie DESeq2 (Love i in. 2014).
Wykres przedstawia krotnos¢-zmiany poziomu mRNA (os x) w zaleznos$ci od poziomu jej istotnosci (oS y). Linie
przerywane wyznaczajg wielkos¢ i istotnos$¢ statystyczng zmiany, ktére uznano za znaczace (odpowiednio, |fold
change| > 2 oraz p-adjusted < 0.05). Kolorem czerwonym oznaczono geny, ktérych ekspresja mRNA ulegta
znaczgcemu wzrostowi/podniesieniu, natomiast kolorem niebieskim oznaczono geny, ktérych ekspresja mRNA
ulegta znaczgcemu spadkowi (Wozny i in. nieublikowane).

Nie mam tez pewnosci czy prawdopodobienstwo pagj raportowane dla kazdego genu w
niektorych tabelach jest w istocie stosowanym wskaznikiem FDR- adjusted p-value (False
Discovery Rate), ktory pozwala lepiej skorygowaé wyniki testow wielokrotnych, biorgc pod
uwage liste niezaleznych wartosci p, wskazujac oczekiwang proporcje bteddéw I rodzaju
wérod wynikow istotnych statystycznie. Jesli tak, nalezatoby go nazwaé g-value. Odchodzac
od tego watku, zwrdcitem tutaj uwagg, iz posrdd réznorodnych form krétkich RNA, w tym
mikro RNA zamieszczonych w tabelach, znalazty si¢ takze dlugie niekodujagce RNA
(IncRNA), ktérych ekspresje warto w przysztosci zweryfikowaé pod katem ich funkeji
biologicznej. Wielka szkoda, ze na koncu kazdego watku Autor nie formuluje swojej opinii
dotyczacej uzyskanego wyniku. Czasem, nawet bardzo ogdlne stwierdzenie pomogloby lepiej
zrozumie¢ sens uzyskanych wynikow.

Wyniki analizy WGCNA, mapowania gendw i sieci powigzan molekularnych dostarczaja
szeregu nowych informacji o korelacjach zidentyfikowanych modutéw z cechami



fenotypowymi, wskazuja na silne powigzania pomiedzy ekspresja miRNA. Co wigcej miRNA
bedace weztami klastrow mozna uzna¢ za kandydujace geny miRNA zwigzane z
analizowanymi cechami hodowlanymi np. barwa migsa, grubo$cig podskdrnego ttuszczu
topatki i popiotem. Dodatkowo, miRNA ulegajace koekspresji wptywajg posrednio na inne
szlaki funkcjonalne, poprzez regulacje ich targetow. W tej czesci rozprawy Doktorant
identyfikuje geny docelowe dla klastrow miRNA, ktorych funkcje wskazujg na udziat
rozwoju uktadu miesniowego, procesach rozwoju komorki i organizmu, w zaangazowanie w
procesy metaboliczne, a takze w rozwdj tkanki migsniowej.

Rozdziat 5,,.Discussion”, jest czytelny w odbiorze, podzielony na podrozdziaty,
odpowiadajace 2 podejsciom bioinformatycznym wykorzystanym w pracy. Doktorantowi
udato sie dokona¢ obszernego poréwnania i sformutowa¢ wazne wnioski. Wsréd wynikow
pracy zainteresowaly mnie te dotyczace porownan miedzyrasowych profili mikro RNA, a
przedstawionych w diagramach Venna. Wynika z nich jednoznacznie, ze porownywane rasy
$wif r6znia sie istotnie migdzy sobg repertuarem aktywnych transkrypcyjnie genow mikro
RNA. Szkoda, ze zabraklo tu poglebionej analizy czynnikéw $rodowiskowych/hodowlanych
i/lub izolujacych mechanizméw, ktore mogtyby ttumaczy¢ te roznice.

Rozprawe konczy rozdziat ,,Conclusions”. Z wyjatkiem wniosku 1, ktéry moim zdaniem
skroconym wynikiem pracy i waznego wniosku 6, ktorego tre$¢ warto dopracowac, zostaty
one poprawnie sformutowane, maja uzasadnienie w recenzowanej pracy. We wnioskach
Autor potwierdza uzyteczno$¢ markeréw mikro RNA w powigzaniu z wybranymi cechami
hodowlanymi badanych ras §wini, wskazuje tez ich wazne funkcje biologiczne. Warto w
przysztosci rozwingé ten watek i podjaé bardziej szczegdtowe badania funkcjonalne nad
,,dostosowaniem” ras §wini z zastosowaniem wysoko przepustowych analiz molekularnych
(RNAseq mRNA i IncRNA, peptydomika, metabolomika). Takie zintegrowane badania
pomoglyby wypehié luke w naszej wiedzy o mechanizmach lezacych u podstaw utrzymania
ich zréZznicowania genetycznego.

Uwagi krytyczne
W trakcie recenzji pracy nasunely sie nastepujgce pytania:

1. Dlaczego nie przedstawiono szczegotowych hipotez badawczych, ktére Autor moglby
zweryfikowaé, dysponujgc dostepem do tak bogatego materiatu?

2. Dlaczego obiektem badan ukierunkowanych na poznanie podtoza molekularnego
efektow wywolywanych przez badane kwasy PUFA w watrobie $wini ma by¢
transkryptom mikro RNA?

3. Jakie byty kryteria wyboru probek do biopsji watroby? Jak byly one przechowywane?

4. Kariera jaka przechodzg r6zne markery molekularne (np. SNP) w genetyce i hodowli
zwierzat pokazuje, jak osiggniecia technologiczne (mikromacierze) i odkrycia
poznawcze (sekwencjonowanie genomu), umiejetnie potgczone, mogg prowadzi¢ do
rewolucyjnej zmiany w catej hodowli, poprawiajac wydajno$¢ cech uzytkowych. Czy
w kontekscie mikro RNA to stwierdzenie odnosi si¢ takze do hodowli $win?



Ocena koncowa

Pan mgr Mateusz Sachajko wykazat si¢ duza wiedza w dyscyplinie nauki biologiczne, o czym
$wiadczg wyniki przedstawione w niniejszej rozprawie doktorskiej. Doktorant zrealizowat
wszystkie cele, zastosowane metody dowodza dobrego opanowania przez Niego trudnego
warsztatu badawczego, a uzyskane wyniki wnoszg szereg nowych informacji dotyczacych
transkryptomu mikro RNA $win rasy polskiej bialej zwistouchej i1 krzyzowki rasy polskiej
bialej zwistouchej x Duroc. Wyniki sa oryginalne, a praca ma wyrazny aspekt aplikacyjny.
Zamieszczone w recenzji uwagi nie umniejszajg wartosci przedstawionej do oceny rozprawy.

Podsumowujgc stwierdzam, ze przedtozona do oceny rozprawa doktorska wykonana przez
Pan mgr Mateusza Sachajko, spelnia w mojej opinii warunki stawiane rozprawom doktorskim
w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne przez
obowigzujace przepisy okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018r. — Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021r., poz. 478 z p6zn. zm.) 1 wnioskuj¢ do Rady w
Dyscyplinie Nauki Biologiczne Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu o dopuszczenie
jej do dalszych etapdw przewodu doktorskiego.
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Pawel Brzuzan
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