Inrs| S , /
WYDZIAL BIOINZYNIERII ZWIERZAT >(

||| KATEDRA HODOWLI TRZODY CHLEWNE]

R ] 10-719 Olsztyn-Kortowo, ul. Oczapowskiego 5
WARMIRSKO-MAZURSKI tel. (+48 89) 523 32 14, 523 3516, fax (+48 89) 523 32 14

W OGLSZTYNIE .
e-mail: khtch@uwm.edu.pl

Olsztyn, dn. 23-06-2023 r.
Recenzja rozprawy doktorskiej Pana mgr Mateusza Sachajko

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

Wptyw wielonienasyconych kwasow ttuszczowych w diecie na watrobe §win poprzez analize
zroznicowanej ekspresji gendw oraz analize¢ sieci wazonej koekspresji genow danych miRNA
u $win rasy polskiej bialej zwistouche;j i1 krzyzoéwki polskiej biatej zwistouchej z duroc

Recenzje wykonano na zlecenie Dziekana Wydziatu Nauk Biologicznych i Weterynaryjnych
Uniwersytetu Mikotaja Kopernia w Toruniu z dnia 25 kwietnia 2023

Tematyka Pracy

Obserwowany w ostatnich latach postep w badaniach naukowych wskazuje na
koniecznos¢ interdyscyplinarnego podejscia do analizowanych zagadnien. Na przelomie XX i
XXI w. nastapil znaczacy rozwo6j dyscyplin taczacych nauki o zywnosci 1 zywieniu z biologia
molekularng tj. nutrigenetyki oraz nutrigenomiki. Wedtug Swiatowej Organizacji Zdrowia
(WHO) zdrowie to stan pelnego dobrostanu fizycznego, psychicznego i spotecznego, a nie tylko
brak choroby czy kalectwa. Oznacza to, ze w kwestiach zdrowia nie nalezy koncentrowac si¢
na chorobach 1 probach ich zwalczania, ale raczej skupia¢ na profilaktyce np. stosujac
odpowiednie zywienie [m.in. Trujillo i in. 2006]. Trend ten znajduje réwniez odzwierciedlenie
w hodowli zwierzat gospodarskich. Zdrowotno$¢ stada utrzymywana na wysokim poziomie
pozwala na wykorzystanie potencjatu genetycznego zwierzat, a w konsekwencji na osiggni¢cie
zysku ekonomicznego [Straw i in. 2006; Fairbrother 2012]. Prawidlowe zywienie warunkuje
petne wykorzystanie potencjalnych, genetycznie uwarunkowanych mozliwosci optymalnego
rozwoju fizycznego zwierzat, a jednoczesnie zapewnia zachowanie homeostazy ustrojowe;j.
Celem prowadzonych badan nutrigenomicznych jest analiza roznic w regulacji ekspresji genow
przez poszczeg6lne sktadniki diety. Pozwala to zrozumieé, jak odzywianie wptywa na ogo6lng
homeostaz¢ organizmu i jego zdrowie [Lao-Villadonig i in. 2009]. Identyfikuje ponadto
zalezno$¢ przemian metabolicznych organizmu od dostarczonych sktadnikéw pokarmowych
[Chadwick 2004]. Wykazano, ze okreslone sktadniki paszy np. kwas foliowy, metionina,
cholina, betaina czy tez selen wplywaly na zmian¢ umaszczenia potomstwa myszy,
zmniejszajac rOwniez poziom otylosci, cukrzycy i nowotworéw [Koziotkiewicz 2009],
modyfikowaly takze poziom aktywnosci transkrypcyjnej poprzez regulacje stopnia metylacji
DNA [Fenech 2009]. Skutkami zaburzen tego procesu sag hiper- lub hipometylacja. Poza dieta
na poziom metylacji DNA maja wplyw rowniez czynniki §rodowiskowe. Wtasciwa podaz
sktadnikoéw do organizmu pozwala na odpowiednig regulacj¢ procesdéw metabolicznych juz na
poziomie molekularnym. Skladniki pokarmowe oraz substancje bioaktywne dostarczane do



organizmu moga podlega¢ rdéznym przemianom metabolicznym w  zaleznosci od
wystepujacego polimorfizmu. Niezaleznie natomiast od sposobu metabolizmu sktadniki te
moga dziata¢ na dwdch plaszczyznach procesu ekspresji gendéw. Wplywaja na represje lub
aktywacj¢ procesu transkrypcji poprzez regulacje struktury chromatyny lub tez jako czynniki
transkrypcyjne, regulujace bezposrednio aktywnos$¢ receptoréw jadrowych oraz w sposob
posredni poziom transkrypcji gendw kontrolowanych przez receptory [Pieszka i Pietras 2010].

Jedna z substancji o udowodnionym wptywie na organizm sg kwasy tluszczowe. Jak
podaja Deckelbaum i in. [2006] te aktywne biologicznie czynne zwiazki spetniajg w organizmie
szereg funkcji: biorg udziat w acylacji i sortowaniu biatek, aktywacji enzymow, receptorow
btonowych, tworzeniu odpowiedzi immunologicznej a takze wzroscie, roéznicowaniu i
proliferacji komorek. Wolne kwasy thuszczowe poza petnieniem funkcji sygnatlowych reguluja
aktywno$¢ czynnikéw transkrypcyjnych oraz maja zdolno§¢ hamowania Iub aktywacji
ekspresji pewnych genow. Zwlaszcza dlugotancuchowe kwasy tluszczowe z rodziny n-3 PUFA
(EPA oraz DHA) posrednio wptywaja na poziom ekspresji genéw zwigzanych z metabolizmem
energii, glukozy oraz lipidow[Jump 2004]. Ponadto, jak dowodzg wyniki badan [Weyman i
Schneiter 2008] istnieje wiele czynnikow transkrypcyjnych regulowanych dziataniem kwasow
thuszczowych. Wplywaja one m.in. na poziom ekspresji genu lipazy lipoproteinowej oraz
apolipoproteiny. Ponadto, PUFA n-3 odgrywajg duzg rol¢ w przebiegu procesu zapalnego,
wywierajac wptyw na ekspresj¢ gendw odpowiedzialnych za jego powstawanie.

Procesy zwigzane z metabolizmem kwasow thuszczowych zachodzag w réznych
komorkach organizmu, mozna jednakze wyrdzni¢ trzy najbardziej istotne miejsca gdzie
metabolizm ttuszcz zachodzi najintensywniej, takie jak watroba, tkanka ttuszczowa 1 migsnie
szkieletowe.

Przy rozwazaniach tego typu trudno nie wspomnie¢ o $winiach jak jednym z
ciekawszych gatunkow zwierzat gospodarskich, uwazanych za model do badan naukowych
dotyczacych ludzi - co wynika z ich anatomicznego 1 fizjologicznego podobienstwa do
cztowieka. W ciggu ostatnich lat przeprowadzono wiele badan asocjacyjnych calego genomu
roznych gatunkow w tym $wini, probujac odkry¢ genetyczne uwarunkowanie zrdéznicowania
profilu kwasow tluszczowych. Jednakze droga od statystycznego powigzania strony
strukturalnej genomu poprzez jego funkcjonalng charakterystyke, do identyfikacji kluczowych,
przyczynowych wariantéw genetycznych wcigz wymaga prowadzenie kompleksowych badan
angazujacych rozne tzw. technologie "omiczne" i w ten trend wpisuje si¢ oceniana dysertacja

Podstawa formalna recenzji

Przedstawiona do oceny praca doktorska jest zwartg i obszerng monografiag w jezyku
angielskim, ktora zawiera 217 stron, z podziatlem typowym dla rozprawy doktorskiej wtasciwie
opisujacym tematyke prowadzonych badan tj: wprowadzenie, cel, materiat i metody (23
strony), opis najwazniejszych wynikow uzyskanych w trakcie badan (143 strony), dyskusja (15
stron), bibliografia 206 pozycji literaturowych a takze streszczenie wynikdw w jezyku polskim
i angielskim (2 strony). W pracy zamieszczono 79 rysunkow oraz 64 tabele. Szkoda, ze ze
wzgledu na bardzo mata czcionke czgs¢ wykresow jest mato czytelna, za$ opisy tabel mocno
lakoniczne i mato precyzyjne. Praca zostala przygotowana na ogét starannie, w sposob
wyczerpujacy opisane zostaty zagadnienia metodyczne - tym niemniej mozna znalezé pewne
drobne niedociagnigcia natury jezykowej oraz organizacyjnej tekstu. Zdarzaja si¢ powtdorzenia
tresci przy opisywaniu wynikow, cO moim zdaniem nie jest konieczne, a moze by¢ pewnym
utrudnieniem dla czytelnika w odbiorze wynikow.



Ogolna charakterystyka rozprawy, problem naukowy, jego sformulowanie i aktualnos¢
podjetego zagadnienia naukowego

Podjete przez Doktoranta badania bez watpienia maja charakter nowatorski zaréwno od
strony tematyki jak i zastosowanej metodologii, tak w ujeciu krajowym jaki w odniesieniu do
obecnie znanych i opublikowanych badan na $wiecie. Na uznanie zastuguje nie tylko
zastosowana metodologia odnoszaca si¢ do wykorzystania technologii wielkoskalowych analiz
gnomicznych, ale tez nowatorskie podejscie do opracowywania wynikow od strony
bioinformatycznej. Jest to pierwsza tego typu praca wykonana w Polsce, ktdra obejmuj¢ swym
zakresem szeroka analiz¢ ekspresji miRNA watroby $wini przy jednoczesnym ujeciu
nutrigenomicznym, starajagcym si¢ okresli¢ sposéb wpltywu poziomu i jakosci kwasoéw
thuszczowych w diecie na zmiany aktywnosci gendw w watrobie u §wini. Warto$¢ pracy ma na
pewno nie tylko aspekt poznawczy jako badan podstawowych, ale tez wytycza droge do
dalszych eksperymentéw z uzyciem $wini jako zwierzecia modelowego w celu lepszego
zrozumienia ewentualnych zaburzen metabolicznych u ludzi. W tym kontekscie skupienie
uwagi Doktoranta na badaniach mikroRNA mozna uzna¢ za wlasciwg i swego rodzaju
kluczowa droge do poznania procesow regulacyjnych decydujacych o aktywno$ci gendow
zwigzanych z metabolizmem watroby, bowiem mikroRNA (miRNA) sg znanym i waznym
elementem epigenetycznej regulacji ekspresji genéw. Niekodujace regulatorowe mikro RNA o
dhugosci okoto 22 nukleotydow odgrywaja istotng role w potranskrypcyjnej regulacji ekspresji
genow poprzez ich wigzanie z docelowym regionem nieulegajacym translacji 3' (UTR) mRNA,
regionem kodujgcym Iub koncem 5' regionu niekodujgcego. Mikro RNA biorg udzial w
regulacji gltownych procesow biologicznych, poczawszy od proliferacji komorek,
réznicowania, po apoptoze, oraz procesy rozwoju i zachowania wtasciwych funkcji réznych
narzadow organizmu zwierzat. Sg tez wskazywane jak potencjalne biomarkery pomocne w
identyfikacji patogenezy zaburzen metabolicznych wywotanych przez rézne czynniki
srodowiskowe, w tym czynniki zwigzane z niewlasciwym poziomem skladnikow
bioaktywnych w pozywieniu, jak tez moga by¢ indykatorami charakteryzujagcymi odpowiedz
organizmu na infekcje, w tym obron¢ przeciwwirusowq.

Badania wielkoskalowe przedstawione przez Doktoranta majg ta zalete, ze obejmuja
swym zakresem weryfikacj¢ oddziatywania wszystkich aktywnych gendéw okreslajac ich
interakcje na poziomie catego genomu. Jednakze ze wzgledu na generowanie duzej ilosci
obszernych zbiorow danych wymagajg tez zastosowania bardzo zaawansowanych metod
bioinformatycznych, co stanowi zawsze duze wyzwanie dla wlasciwego opracowywania
wynikoOw oraz wyciaggania ostatecznych wnioskéw. Doktorant podejmujac to wyzwanie
zastosowal kompleksowa analize sieci korelacji wazonej (WGCNA), ktora pozwolita mu na
identyfikacj¢ koekspresji genéw, w odniesieniu do baz danych GO i KEGG oraz bardziej
szczegOtowej analizy ontologii i szlakdw metabolicznych. Mozna przyzna¢ ze Doktorant z
powodzeniem przeprowadzit kompleksowe analizy bioinformatyczne co jest tez dowodem na
posiadanie przez niego szerokiej i aktualnej wiedzy oraz odpowiednich umiejetnosci w
stosowaniu narzedzi bioinformatycznych popartych wilasciwag interpretacja uzyskiwanych
wynikow.

Cel rozprawy

Celem przedstawionej pracy doktorskiej byta charakterystyka profilu ekspresji genow

mikroRNA u mieszancéw PL i PLxDuroc w konteks$cie nutrigenomicznym, uwzgledniajacym

wplyw zroznicowanego stosunku/ zawarto$ci dodatku kwaséw omega 6/3 . Narzedziem do tego
bytlo oparcie si¢ na zaawansowanych metodach bioinformatycznych do analizy danych



mMiRNA-seq. W rozprawie Doktorant przeprowadzil trzy etapowe kompleksowe analizy
bioinformatyczne, a mianowicie 1) analiz¢ DEG 2) pakiet WGCNA R do analizy koekspresji
3) ClueGO do analizy szlakow.

Tak zestawiona kilkuetapowa analiza miata za zadanie oceng wplywu kwasow
tluszczowych omega-6 i omega-3 na profil "transkryptomu mikro RNA w watrobie §win, oraz
charakterystyka interakcji w ekspresji gend6w w watrobie, okreslenie jej zaleznosci od genotypu
$win oraz jej wptywu na szlaki metaboliczne.

Doktorant zaktadat w pracy teze, ze dieta wzbogacona w PUFA ma znaczacy wplyw na
ekspresje gend6w watrobowych co ma bezposredni wptyw na zdrowie i dobrostan zwierzat i
ludzi. Teza ta cho¢ prawidtowa nie wynika z przedmiotowych badan ale z analizy literatury i
na podstawie przeprowadzonych analiz nie jest realnie mozliwa do udowodnienia.
Hipotetycznie mozna zatozy¢ po kompleksowej analizie szlakéw metabolicznych, ze udziat
mikro RNA w regulacji ekspresji wskazanych genéw moze mie¢ pozytywne badz negatywne
znaczenie dla zdrowia organizmu. Jednak to stwierdzenie pozostaje sugestig opartg o analizy
przeszukujace bazy bioinformatyczne i nie moze by¢ udowodnione w niniejszej pracy. Dlatego
sugeruj¢ korekte tak sformulowanej hipotezy w trakcie przygotowywania pracy do druku.
Kolejnym waznym elementem wymienianym przez Doktoranta jest modelowy uniwersalny
charakter eksperymentu zywieniowego. Nalezy rozumie¢, ze celem pracy bylo wykazanie ze
pelny profil ekspresji gendw w watrobie $win moze wyjasni¢ szereg specyficznych
mechanizmow fizjologicznych, biochemicznych i metabolicznych, co jest trudne do realizacji
bezposrednio w badaniach dotyczacych organizmu czlowieka. Natomiast $winia jest
doskonatym modelem zwierzecym i takie badania mogg przyczynic si¢ do wyjasnienia wpltywu
diety wzbogaconej w kwasy nienasycone na zdrowie cztowieka.

Po drugie, hipoteza zakladata, ze dzigki przeprowadzeniu dobrze zaprojektowanego
eksperymentu zywieniowego pelny profil ekspresji gendw w watrobie moze wyjasni¢ szereg
specyficznych mechanizmow fizjologicznych, biochemicznych i1 metabolicznych. Po trzecie,
swinia jest doskonatym modelem zwierzecym do wyjasnienia wptywu diety PUFA na zdrowie
cztowieka. Jest to stuszne zatozenie aczkolwiek dla wigkszego uprawdopodobnienia stawianej
tezy wskazane byloby przeprowadzenie analiz poréwnawczych odnosnie transkryptomu
watroby mikro RNA $wini 1 mikro RNA cztowieka. Przedstawione cele i tezy sa stuszne ale
dla lepszego odbioru przez czytelnika wymagaja pewnej korekty.

Ocena znajomosci literatury dotyczacej problematyki badan

Szeroko bogato udokumentowana literatura zawierajgca 207 pozycji literaturowych,
oraz sposob jej doboru wskazuje na doglebna znajomos¢ podjetego tematu, Cytowane pozycje
piSmiennictwa ujgte w pracy s3 zgodne z problemem badawczym podjetym w niniejszej
rozprawie.

PoprawnoSci i oryginalnie metodyczna oraz zakres rozwigzania zagadnienia naukowego

Prezentowana praca podejmuje oryginalny temat, dotyczacy epigenetycznej regulacji
ekspresji genow, ktory jest aktualny i wpisuje si¢ w intensywnie rozwijajacy si¢ nurt badan
nutrigenomicznych. Zakres przeprowadzonych analiz jest adekwatny do zatozonych hipotez
badawczych. Prezentowane badania, metody 1 uzyskane wyniki zostaly omowione
skrupulatnie, uwzgledniajac aktualne dane literaturowe z przedmiotowego obszaru wiedzy.

Materiatem wykorzystanym w prezentowanej rozprawie byty probki watroby pobranej
od $win rasy polskiej biatej zwistouchej oraz mieszancéw polskiej biatej zwistouchej z rasg
duroc. Pozadany bylby jednak dokladniejszy opis dotyczacy sposobu pozyskania materiatu,
oraz charakterystyki materiatu zwierzgcego. Doktorant powoluje si¢ na prace opisujaca



eksperyment zywieniowy w publikacji, tym niemniej uwazam, ze skrocony opis powinien
jednak zawiera¢ takie informacje jak pte¢, wiek, masg ciata oraz kryterium wyboru osobnikdéw
sposrod wigkszej grupy zwierzat, ktore uczestniczyly w eksperymencie zywieniowym. Nalezy
natomiast zauwazy¢, ze Doktorant bardzo szczegdlowo przedstawit metodyke analiz
molekularnych oraz analiz bioinformatycznych. Tym niemniej zabraklo mi informacji
dotyczacej jako$ci uzyskiwanych ekstraktow RNA, co jest niewatpliwie waznym elementem
dla oceny doktadnosci i wiarygodnosci tego typu analiz. Brakuje tez wyjasnienia istoty celu
porownan miedzy osobnikami réznych ras, ktoére byly zywione réznym rodzajem paszy pod
wzgledem suplementacji nienasyconymi kwasami omega 6 i omega 3. Czy to porownanie
mialo istotne znaczenie czy Doktorantowi chodzilo o wskazanie interakcji czynnikow
srodowiskowych I genetycznych?

Przydatnosé uzyskanych wynikéw w praktyce

Doktorant przedstawil obszernie uzyskane wyniki obejmujace analizy DEG, WGCNA
jaki 1 mapowania genéw mi RNA, oraz liczne zestawienia tabelaryczne. Na uwage zashuguje
tez szczegdtowa oprawa graficzna, diagramy Venna sieci interakcji oraz mapy cieplne,
obrazujace ekspresj¢ gendow miRNA. Szczegodlnie interesujace sg wyniki analiz WGCNA, ktore
dostarczajg cennych informacji wynikajacych z korelacji zidentyfikowanych modutow z
cechami fenotypowymi. Dla doglgbnej interpretacji niemniej cennym uzupetnieniem sg z
pewnoscig analizy sieci "Pathway analysis™ opracowywane przy uzyciu Platformy Cytoscpe -
ClueGo, ktore wizualizujg sieci powigzan miedzy genami w zaleznos$ci od stopnia wysycenia
szlakow procesow biologicznych. Niestety niektore wykresy sg bardzo gesto ,,utkane” i w mojej
ocenie utrudnia to wtasciwg ich interpretacje. Takie wykresy powinny by¢ w powiekszonej
formie zatgczone w postaci suplementu przy przygotowywaniu pracy do druku.

Rozdziat dyskusja jest opisany w sposéb prawidlowy odnoszac uzyskane wyniki do
aktualnych danych literaturowych. Zabrakto mi odniesienia do wynikow uzyskanych z analiz
sieci interakcji z zastosowanie programu Cytoscape - ClueGo, ktére zostaly przedstawione w
formie tabelarycznej 1 oraz graficznej. Odniesienie si¢ do tych wynikow pozwoliloby lepiej
wyjasni¢ charakter oddziatywania mikro RNA w odniesieniu do interakcji gendw w obrebie
szlakow metabolicznych procesow biologicznych $ciezek sygnatowych itp.

W podsumowaniu pracy Doktorant przedstawia 7 wnioskow, pierwszy jest w zasadzie
wynikiem, pozostate wnioski sg poprawne, cho¢ pigty wniosek w przedstawionej formie jest w
mojej ocenie zbyt ogdlny i wymagatby doprecyzowania. W powigzaniu z brakujacymi
elementami dyskusji, ktore wskazalem wczesniej udatoby si¢ Doktorantowi taki bardziej
precyzyjny wniosek przedstawic.

Uwagi polemiczne i dyskusyjne

Catos¢ pracy oceniam wysoko pod wzgledem metodycznym nowatorskim i
jako$ciowym, tym niemniej oprdcz kilku uwag przedstawionych wcze$niej, pojawiaja sie
jeszcze dodatkowe pytania. Czy na bazie zebranego materialu podejmowano proby
weryfikowania zmiany ekspresji genow docelowych dla zidentyfikowanych mikro RNA. Taka
analiza na pewno bylaby pozadana, dla doglebnej weryfikacji stawianych hipotez, zwlaszcza,
ze umozliwiataby, bezposrednie odniesieni mikro RNA do mRNA, a tym samym oparcie si¢
na realnej ekspresji genow.

Czy Doktorant w swoich analizach przeprowadzal weryfikacje¢ pod katem zmian sekwencji
nukleotydéw rozpoznawanych przez wytypowane mikro RNA w odniesieniu do grup
rasowych. Biorgc pod uwage udziat kwaséw omega 6 i omega 3 w indukcji i modulowaniu



proceséw zapalnych, interesujace jest pytanie czy sposrod zidentyfikowanych miRNA mozna
wskaza¢ takie ktére moga uczestniczy¢ w modulacji tych procesow. Jest to o tyle wazne, ze
wskazanie czy tez wyrdznienie takich mikro RNA jako biomarkeréw niekorzystnych procesow
mogloby by¢ przedmiotem do dalszych badan o charakterze aplikacyjnym réwniez w
medycynie weterynaryjnej i ludzkiej.

Ocena koncowa

Pan mgr Mateusz Sachajko wykazat sie¢ duza wiedzag w dyscyplinie nauki biologiczne,
o czym $wiadcza wyniki przedstawione w niniejszej rozprawie doktorskiej. Doktorant
zrealizowat wszystkie cele, zastosowane metody dowodza dobrego opanowania przez Niego
trudnego warsztatu badawczego, a uzyskane wyniki wnosza szereg nowych informacji
dotyczacych transkryptomu mikro RNA §win rasy polskiej biatej zwistouchej i krzyzéwki rasy
polskiej biatej zwistouchej x Duroc. Wyniki sg oryginalne, a praca ma wyrazny aspekt
aplikacyjny. Zamieszczone w recenzji uwagi nie umniejszajg wartosci przedstawionej do oceny
rozprawy.

Podsumowujac 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 1 przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne przez
obowigzujace przepisy okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018r. — Prawo o
szkolnictwie wyzszym 1 nauce (Dz. U. z 202 Ir., poz. 478 z p6zn. zm.) 1 wnioskuj¢ do Rady
Naukowej Dyscypliny w Dyscyplinie Nauki Biologiczne Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w
Toruniu o dopuszczenie jej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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