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Recenzja
Rozprawy doktorskiej Pana mgr Mateusza Sachajko
W formie monografii pod tytutem:

,»Dietary effect of polyunsaturated fatty acids on the porcine liver by analysing 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 thuszczowych w diecie na watrobe $win poprzez
analize zrdznicowanej ekspresji gendw oraz analizg sieci wazonej koekspresji genéw danych
miRNA u $win rasy polskiej biatej zwistouchej i krzyzéwki polskiej biatej zwistouchej z
duroc”

Wielonienasycone kwasy tluszczowe (PolyUnsaturated Fatty Acid, PUFA) to grupa
lipidow niezbednych dla wszystkich organizméw. Powszechnie uznaje sig, ze kwasy te majg
duze znaczenie zywieniowe i fizjologiczne, sa niezbgdne do utrzymania homeostazy w
organizmach zwierzgcych, a takze w profilaktyce przewlektych choréb zwyrodnieniowych u
ludzi. Posiadajg one wlasciwosci przeciwzakrzepowe, przeciwzapalne, zapobiegania arytmii
czy tagodzenia choréb autoimmunologicznych jak reumatoidalne zapalenie stawow. Niestety,
ze wzgledu na brak enzyméw odpowiedzialnych za endogenng syntezg kwasow tluszczowych
omega-6 i omega-3 (n-6 i n-3) przez ssaki, nastgpuje koniecznosé ich statego przyjmowania w
diecie, dlatego tez okresla si¢ je jako niezbedne nienasycone kwasy tluszczowe (NNKT).
Obecnie, dieta Europejezykéw jest uboga w kwasy PUFA, szczegdlnie dotyczy to kwasu
omega-3, poniewaz stosunek omega-6/omega-3 w diecie wynosi przewaznie 15-20:1, gdzie
optymalne wartosci np. jako ochrona przed patologiami zwyrodnieniowymi powinny wynosi¢
1:1. Naturalnym zrodtem omega-3 sg tluste ryby morskie, jednak ich spozycie w wielu
czeSciach $wiata jest bardzo niskie. Alternatywa dla spozywania ryb jest manipulowanie
sktadem migsa w kierunku bardziej korzystnego stosunku n-6/n-3. Wielu autoréw uwaza, ze u
zwierzat jednozoladkowych jak np. $winie, profile kwaséw tluszczowych w tkankach $cisle
odzwierciedlaja profile kwasow tluszczowych ich diety. Dlatego tez, optymalizowanie diety
zwierzat poprzez dodawanie zrédel tluszczu o korzystnym stosunku PUFA n-6/n-3 moga
prowadzi¢ do istotnych zmian w sktadzie produktéw pochodzenia zwierzecego.

Obecnie wieprzowina jest drugim najczgsciej spozywanym migsem na $wiecie i dlatego
wzbogacenie jej w kwasy szczegdlnie PUFA n-3 miatoby wymiernie korzystny wptyw na diete
cztowieka. Aktualnie poszukiwane sa rozne zrodia tego kwasu, ktére moglyby stanowic
dodatek paszowy w diecie trzody chlewnej, wplywajac na dobre walory wieprzowiny pod
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wzgledem stosunku PUFA n-6/n-3 i jednoczesnie nie zmieniajac waloréw smakowych migsa.
Niestety, olej lub maczka rybna, ktére sg bezposrednim zrodlem kwaséw aeikozapentaenowy
(EPA) i kwas dokozaheksaenowy (DHA), dodawane do diety $win wyraznie wplywajg na tzw.
rybi posmak wieprzowiny. Z kolei, wedlug innych autoréw bogate w omega-3 siemie Iniane (w
postaci kwasu alfa-liponowego ALA) dodawane do paszy swin krotko przed ubojem powoduje
wigczenie tego kwasu gléwnie do podskdrnej tkanki ttuszczowej — stoniny, a nie do tluszczu
srédmigsniowego IMF, ktdry jest integralng czgscig migsa i determinantem jego smaku.

Od innej strony patrzac, $winie poza potencjalnym Zrédtem produktéw wzbogaconych
w kwasy omega-3, stanowia doskonaly zwierzgcy model badawczy do badan oceniajgcych
wplyw kwaséw PUFA na parametry korelujace z ryzykiem wystapienia przewlektych chorob
zwyrodnieniowych u ludzi, poniewaz procesy zachodzace w organizmie §wini znacznie lepiej
odzwierciedlaja procesy fizjologiczne obserwowane u czlowieka w poréwnaniu z modelem
opartym o mate zwierzgta laboratoryjne.

Obecnie wiele badan koncentruje si¢ na pomiarze ogdlnoustrojowych zmian ekspresji
gendéw w odpowiedzi na zwigzki dodawane do diety na réznych poziomach molekularnych, w
celu poznania $ciezek metabolicznych i wielokierunkowych mechanizméw ich dzialania.
Pomimo, szerokiej wiedzy w zakresie potencjalnych skutkéw dziatania kwaséw omega-6 i
omega-3, nadal nie do korica rozstrzygnigte jest jaki wptyw na transkryptom réznych tkanek
wywoluje dieta wzbogacona w kwasy PUFA, szczegolnie w zakresie analizy niekodujgcych
czasteczek RNA regulujacych ekspresje genow.

Ocena merytoryczna rozprawy doktorskiej Pana mgr-a Mateusza Sachajko
Oryginalnosé badan

Rozprawa Pana mgr-a Mateusza Sachajko przygotowana zostata w jezyku angielskim,
z dolaczonym streszczeniem w jezyku polskim. Przedstawiona rozprawa doktorska w formie
niepublikowanej monografii naukowej liczy 217 stron i posiada typowy ukfad dla tego typu
opracowan.

Tematyka z zakresu oceny proceséw molekularnych w odpowiedzi na dodatki paszowe,
szczegblnie wplywajace na poprawe jakosci i skladu migsa wieprzowego, co 1gczylo by si¢ z
wlasciwosciami prozdrowotnymi tego produktu i wplywalo na diet¢ czlowieka, jest
przedmiotem wielu badan i wcigz jest aktualna. W literaturze mozna znaleZé wiele najnowszych
opracowan, w ktorych poszukiwano optymalnych rozwigzan z zakresu dodatkéw paszowych
zawierajacych odpowiednie ilosci i proporcje kwaséw n-6/n-3, dodatkowo, ktére nie
zmieniatyby walorow smakowych wieprzowiny.

W przedstawionej rozprawie doktorskiej analizie poddano czgsteczki miRNA, ktére
ulegaja ekspresji w watrobie w zaleznosci od diety wzbogaconej w wielonienasycone kwasy
ttuszczowe, lecz bez zmiany proporcji tych kwasow. Podj¢te badania sg nowatorskie, poniewaz
w literaturze dotychczas brak opracowan z tego zakresu. Z kolei, czasteczki miRNA nalezgce
do rodziny niekodujgcego RNA, stanowig bardzo interesujgcy przedmiot badan, poniewaz ich
mozliwosci nie do korfica zostaly jeszcze ustalone, cho¢ pierwotnie sadzono, Zze sg one
odpowiedzialne wylacznie za degradacj¢ czgsteczek mRNA, poprzez wigzanie z regionami
3'UTR. Badania niedokujacych RNA w kontekscie regulacji procesow zwigzanych z
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odkladaniem si¢ tkanki tluszczowej i otytoscia u cztowieka, w dobie wpisania otylosci na liste
choréb cywilizacyjnych i zaliczenia polskich dzieci do grupy jednych z najszybciej tyjacych w
Europie, wydaja sie by¢ niezwykle istotne. Dlatego tez, podjeta przez doktoranta tematyka
dotyczycaca oceny wplywu diety stosowanej u $wini domowej zawierajacej zwickszona
zawartos¢ PUFA na ekspresje miRNA wyrazanych w watrobie wpisuje sie w obszar badan
podstawowych z zakresu nauk biologicznych, a takze w nurt nowoczesnych badan nutrii-
genomicznych, co moze w przysztosci zostaé wykorzystane przy opracowywaniu
zoptymalizowanego zywienia swin. Ponadto, przeprowadzone badania i uzyskane wyniki
stanowig zrodto informacji takze dla biologii cztowieka, potwierdzajac, ze $winia domowa
moze by¢ dobrym modelem w badaniach nad otyloscia oraz rozpoznawaniem molekularnych
procesow zwigzanych z odktadaniem sie tkanki thuszczowej.

W przedstawionej pracy doktorskiej zostaly zastosowane nowoczesne metody z zakresu
biologii molekularnej (ocena globalnego poziomu ekspresji gendéw zwigzanych z czgsteczkami
miRNA) oraz bio-informatyki (analiza roznicowej ekspresji gendw z wykorzystaniem
narzedzia Deseq2, a takze analiza sieci wazonej ko-ekspresji genow, weighted gene co-
expression network analysis, WGCNA) w celu identyfikacji kluczowych czgsteczek miRNA
wyrazanych w watrobie zaleznych od podwyzszonej zawartosci PUFA w diecie oraz genow
docelowych, aby wskaza¢ mechanizmy molekularne istotne dla metabolizmu lipidow, w tym
wielonienasyconych kwasow thuszczowych. Dysertacja nie do konca jednak =zostata
przygotowana w sposob staranny, przejrzysty i spojny, co zostato wskazane w dalszej czgsci
recenzji, gdzie zostaty oméwione kolejne rozdziaty. Ponadto, w mojej opinii, praca wymaga
lektorskiej korekty, znalaztam w tescie wiele bledéw, w tym gramatycznych i stylistycznych,
skrétdw myslowych, czy zgubionych wyrazéw. W dalszej czgécei oceny merytorycznej, oceny
kolejnych rozdziatow wskazane zostaly glownie uwagi, ktore nalezy uwzglednié przy
przygotowaniu pracy jako publikacje.

Wprowadzenie i cele badawcze

Wprowadzenie liczy 8 stron i zlozone jest ze wstgpu, wypunktowanych hipotez
badawczych, oraz krotkiego przegladu literatury. W mojej opinii, w samym wstgpie, jak
rowniez w przegladzie literatury zabraklo informacji na temat optymalnej zawarto$ci kwasow
n-6/n-3 w odniesieniu do dodatku paszowego, a pdzniej do spozywanego migsa wieprzowego,
w celu poprawy jego wlasciwosci prozdrowotnych jako elementu diety cztowieka. Dodatkowo,
zabraklo informacji na temat ewentualnych zagrozen zwigzanych z nieodpowiednimi
proporcjami tych kwaséow w pozywieniu jak np. patologie ukladu krazenia, choroby
autoimmunologiczne, rozwdj nowotworu czy nadmierne wydzielanie czynnikéw prozapalnych.

W odniesieniu do przedstawionych hipotez badawczych, pierwsza i trzecia hipoteza
badawcza posiadajg btad, poniewaz w ramach obecnej rozprawy doktorskiej analizie poddane
zostaly wylacznie czasteczki miRNA, ktore ulegaja ekspresji w watrobie, a nie caly
transkryptom (nie bylo to jak zostato okreslone comprehensive transcriptome investigations,
pomimo kolejno przeprowadzonej analizy dotyczacej identyfikacji genow docelowych dla
zidentyfikowanych czgsteczek miRNA, gdyz byla to w tym wypadku jedynie predykcja). Czes¢
dotyczgca przegladu literatury liczy tylko 5 stron jest wyjatkowo krotka i niestety
niewyczerpujaca, moglaby ona zosta¢ wzbogacona o kilka rozdziatoéw np. dotyczacych ras swin
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wykorzystanych w obecnym badaniu, gdzie polska biata zwistoucha (PBZ) wykorzystywana
jest jako komponent matczyny, a duroc jako ojcowski do krzyzowan. Ponadto te dwie rasy
réznig sig istotnie choéby pod wzgledem poziomu tluszezu $rédmigsniowego, ktory jest istotny
w tym kontekscie.

Informacje dotyczace roli miRNA w watrobie powinny stanowi¢ osobny podrozdziat,
ktéry nastgpowaltby po podrozdziale 1.2.6 dotyczacym ogélnych informacji o czgsteczkach
miRNA. W podrozdziale 1.2.6. dotyczacym czasteczek miRNA brak informacji na temat ich
funkcji w regulacji ekspresji genéw. Dodatkowo w przegladzie literatury mozna bytoby dodac
podrozdziat dotyczacy samej analizy miRNA oraz sieci wazonej ko-ekspresji gendw, i
przyktady na jej zastosowanie, poniewaz analiza ta stanowi glowng czes$¢ przedstawionej
dysertacji. Dodatkowo w tym rozdziale w wielu miejscach brak odnosnikéw literaturowych
(cytowanych pozycji).

Cele badawcze, zostaly malo precyzyjnie sformutowane, np. przy analizie WGCNA
zostalo wskazane, 7ze bedzie ona dotyczyla whole hepatic transcriptome, czyli calego
transkryptomu watroby, a obecne badanie dotyczy tylko analizy miRNA oraz przewidywania
gendéw docelowych dla tych czgsteczek. Dodatkowo w wielu punktach zamiast gendw miRNA
o réznicowej ekspresji, wskazano geny o réznicowej ekspresji (differentially expressed genes,
DEGs), ktére to okredlenie dotyczy gendow o réznicowej ekspresji w kontekscie catego
transkryptomu. Niestety btad ten pojawia si¢ w roznych rozdziatach przedstawionej dysertacji.
Uwazam, ze stosowanie go w kontekscie gendéw miRNA o réznicowej ekspresji jest
niepoprawne i powinno zostac¢ zastapione DE miRNAs czyli differentially expressed miRNAs.
Ponadto, informacje wskazane w punktach dotycza raczej czesci metodycznej, a nie celow

badawczych. Niemniej jednak, wskazane uwagi nalezy uwzgledni¢ przy przygotowaniu pracy
do druku.

Material i metody

Rozdziat ten liczy 12 stron. W paragrafie dotyczgcym zywienia zwierzgt, brak
informacji jakie zostaty zastosowane proporcje kwaséw n-6/n-3 w dodatku paszowym. Z
podanych wartosci dotyczacych zawarto$ci kwaséw LA i ALA mozna je wyliczy¢, jednak te
informacje powinny zosta¢ podane w tekscie. Ponadto, nie jest jasne, co oznacza prég/linia
odcigcia dla proporcji n-6/n-3 na poziomie ponizej 7 dla grupy kontrolnej oraz powyzej 7 dla
grupy testowej, gdzie w obecnym badaniu proporcja tych kwaséw wynosita okoto 10:1.

Rycina 1, ktéra powinna przedstawia¢ schemat aktualnego do$wiadczenia, przedstawia
doswiadczenie z pracy doktorskiej Pani dr Szostak, i cho¢ doktorant cytuje tg prace,
doswiadczenie dr Szostak obejmowalo znacznie wigcej osobnikéw oraz grup badawczych w
poréwnaniu z obecnym eksperymentem, co wprowadza czytelnika w bigd.

W czesci dotyczacej przygotowania bibliotek do sekwencjonowania w technologii
nastgpnej generacji (NGS) — wskazano, ze przygotowano bibliotek cDNA (co odnosi si¢ do
catego transkryptomu), jest to blad poniewaz przygotowano w tym wypadku biblioteki jedynie
dla genéw miRNA. Ta sama uwaga dotyczy Ryciny 2. i kilku kolejnych podrozdziatow.

W czesci dotyczacej izolacji bibliotek miRNA z wykorzystaniem selekcji na urzadzeniu
Pippin Prep, zostalo wskazane, ze procz produktow o dtugosci okolo 150 bp, ktére odnoszg sie
do przygotowanych bibliotek miRNA, izolowano roéwniez inne fragmenty dotyczace
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niezwigzanych z adapterami czasteczek miRNA, piwiRNA oraz sRNA. Bardzo prosz¢ o
wyjasnienie jaki to miato cel.

W sekeji dotyczacej sekwencjonowania z wykorzystaniem urzadzenia MiSeq NGS, nie
jest jasne dlaczego w nawiasach zostaly podane dwie warto$ci zaréwno w miejscu dotyczgcym
rozcienczenia bibliotek jak i kontroli PhiX. Ponadto, brak informacji, czy wszystkie badane
probki byly sekwencjonowane w ramach jednej analizy, oraz czy sekcjonowanie byto w wersji
w jedng (single-) czy w dwie strony (pair-end), a takze o zastosowanej iloéci cykli. Z Tabeli 1
mozna wywnioskowa¢ cz¢s¢ z tych informacji, jednak powinno to zosta¢ podane takze w
tekscie.

Rozdziat dotyczacy przetwarzania surowych danych uzyskanych po sekwencjonowaniu
miRNA, w mojej opinii, powinien stanowi¢ cz¢$¢ wynikéw, a nie czg$¢ metodyczng. Niemnie
Jjednak, analiza jakos$ci uzyskanych odczytow zostata nie do konca przeprowadzona poprawnie
lub jej opis jest niewyczerpujacy (malo jasny), poniewaz na podstawie samej oceny jakosciowej
surowych sekwencji z wykorzystaniem oprogramowania FastQC nie jesteSmy w stanie
przeprowadzi¢ oceny jakosci (QC), ktdra powinna zosta¢ przeprowadzona dopiero po odcigciu
adapterow oraz blednych odczytow (ciagi sekwencji N) czyli po tzw, trimming'u z
wykorzystaniem takiego oprogramowania jak flexbar czy fastp. Na stronie 31 doktorant
wskazal, ze uzyskane odczyty byly wylacznie dobrej jakosci, dlatego pominigto etap
trimmingu, nie jest jasne w tym kontekscie czego dotyczyt trimming czy analizy QC czy innego
rodzaju filtracji np. po dtugosci odczytow. Nie ma takze informacji do jakiej wersji genomu
referencyjnego oraz wersji bazy danych zostaly zmapowane uzyskane odczyty, co jest dos§é
istotne w ujeciu adnotacji zidentyfikowanych DE miRNA. Ponadto, jesli korzystano z bazy
danych mirBase to skad numery identyfikacyjne przy zidentyfikowanych miRNA z bazy
Ensemble (wersji genomu 10.2), prosz¢ wyjasni¢. Te wszystkie niescistosci powinny zostaé
wyjasnione i uzupetnione przed przygotowaniem publikacji.

W analizie WGCNA wykorzystana zostata macierz dla miRNA w ilosci 535 czgsteczek
miRNA, nie mniej jednak nie ma informacji skad taka macierz zostata pobrana, lub z jakiej puli
wyselekcjonowana.

W podrozdziale 3.3.7., zostaly wskazane 4 grupy badawcze, w tym dwie grupy rasowe
(czystorasowa i mieszance) oraz dwie grupy zywieniowe (kontrola i grupa eksperymentalna,
dla ktérej podwyzszono zawarto§é kwaséw LA i ALA w racjach zywieniowych). Kolejno,
porownywano profile miRNA pomiedzy poszczegdlnymi grupami i tu kolejne pytanie:
dlaczego porownywana byla grupa mieszancoéw karmiona standardowa/ kontrolng dieta z grupa
czystorasowa na diecie eksperymentalnej o podwyzszonej zawartosci kwaséw PUFA (i
analogicznie odwrotny przypadek)? W zwiazku z tym, ze przy tych poréwnaniu mamy dwa
czynniki, nie do konca wiadomo z czym zwiazane byly zidentyfikowane DE miRNA. W
analizie roznicowej ekspresji z wykorzystaniem narzedzia Deseq2 jest mozliwos¢
uwzglednienia dwoch zmiennych w modelu, jednak w rozdziale metodyka nie ma informacji
czy i w jaki sposob wprowadzono te informacje do analizy, nalezy to uzupetnic. Ponadto w
analizie Deseq2 nie wskazano, jakie dane wykorzystano do analizy czy w formie raw count,
TPM, RFKM czy FPKM, co nalezy wyjasnic.

Ponadto, przy przygotowaniu pracy jako publikacj¢ nalezalo by doda¢ rozdzial
dotyczacy walidacji wynikow sekwencjonowania miRNA w technologii NGS, ktérg mozna
wykonaé z wykorzystaniem techniki qPCR, co potwierdzito by wiarygodnosé¢ uzyskanych
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wynikéw. Dodatkowo, poniewaz tylko czg$¢ zidentyfikowanych w analizie Deseq2 DE
miRNA uwzgledniono dalej w analizie WGCNA, po ktérej wykonano kolejno analize
funkcjonalng, moze dla pozostalych miRNA takze nalezaloby przeprowadzi¢ analizg
wskazania genow docelowych i dla nich analiz¢ funkcjonalng co wzbogacitoby uzyskane
wyniki i dalej rozdziat dyskusji.

W podrozdziale dotyczacym analizy WGCNA i przewidywania kolejno genow
docelowych dla waznych czasteczek miRNA ulegajacych ko-ekspresji, nie jest jasne co
oznacza warto$¢ 90, informacja ta powinna zosta¢ uzupelniona. Ponadto, przy analizie
WGCNA brak informacji czy zastosowano jaki§ model statystyczny uwzgledniajacy efekty
stale oraz zmienne, z racji uwzglednienia zwierzat o r6znej rasie i na rdznej diecie? W rozdziale
wyniki doktorant wspomina tylko, ze te dane (o rasie i diecie) zostaly zestawione z danymi
dotyczacych cech fenotypowych, aby znalez¢ korelacje pomigedzy cechami a dieta/rasa/grupa
eksperymentalng. Ponadto, dlaczego w analizie funkcjonalnej zastosowano referencje dla
cztowieka, czy nie bylo mozliwosci zastosowania referencji dla $wini?

W mojej opinii rozdzial Material i Metody zostal opisany bardzo ogélnie, poniewaz
brakuje wielu szczegotow, ktore wyjasnity by istniejace niescistosei czy niedopowiedzenia.
Dlatego tez rozdzial ten wymaga doprecyzowania i poszerzenia wedlug wskazéwek zawartych
powyzej, co nalezy uwzglednié przy przygotowaniu publikacji.

Wyniki

Wyniki zostaly zaprezentowane na 142 stronach, w postaci 63 Tabel oraz 77 Rycin.

W catej sekcji Wyniki, doktorant wskazuje, ze dieta eksperymentalna byla dieta PUFA,
co jest skrotem myslowym, poniewaz kwasy wielonienasycone w formie ALA i LA stanowily
dodatek paszowy takze w diecie kontrolnej tylko w zmniejszonej ilosci, dlatego tez w tym
wypadku nalezaloby wskazaé diete eksperymentalng jako diete wzbogacona w PUFA, np.
LPUFA enriched diet” czyli w skrécie PE dief.

W czesci metodycznej doktorant wskazat, ze przeprowadzil analize jakosci i ilosci
przygotowanych bibliotek miRNA i podal wartosci RIN, warto byto by jednak w tym miejscu
(w rozdziale Wyniki) dolgczyé cho¢ jedno zdjecie/wynik jednej analizy, po rozdziale
elektroforetycznym na urzadzeniu Agilent, ktére wskazywaloby, Zze przygotowane biblioteki
majg faktycznie odpowiednia dtugosé, co nalezy uzupetnic¢ przy przygotowaniu pracy do druku.

Pierwsza cze¢s¢ zaprezentowanych wynikéw dotyczy analizy roznicowej ekspresji czyli
wskazujacej geny kodujace miRNA w zaleznosci od wykonanych poréwnan pomiedzy
poszczegblnymi grupami badawczymi. Dobrym zobrazowaniem na poczatek byloby
przedstawienie wykresu typu ,heatmap”, ktéra prezentowalaby skupienie poszczegodlnych
probek w obrebie grup badanych w zaleznosci od poziomu ekspresji w tym przypadku ekspresji
gendw miRNA (moze oczywiscie prezentowac brak zaleznosci), co nalezy uzupelni¢ przy
przygotowaniu pracy do publikacji. Doktorant nie uniknat takze w wielu miejscach btedu,
jakoby w obecnym badaniu byl analizowany caty transkryptom i czgsto wystepuje pojecie
DEGs, zamiast ,,DE miRNAs” lub profili miRNA dla tkanki watrobowej. W podrozdziale 4.1.1.
doktorant zidentyfikowat 1256 wspélnych miRNA dla grupy I i 11, nie ma jednak informacji,
czy te miRNA zostaly dalej uwzglednione w ocenie roéznicowej ekspresji gendw miRNA, co
powinno zostaé uzupelnione, takze w kolejnych rozdzialach prezentujacych wykresy typu
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Venn. Ponadto w czg¢sci metodycznej nie ma informacji na temat narz¢dzia/strony internetowej
jakiego uzyl doktorant do wygenerowania diagraméw typu Venn. Wyniki z Tabeli 3, nie zostaly
jasno zaprezentowane. Po pierwsze w naglowku jest btad odnosnie grupy badanej, powinno
by¢ enriched PUFA diet PL x D jest PUFA diet PL. Ponadto jako poprawke na wielokrotne
testowanie zastosowano FDR (false discovery rate), co bylo wspomniane w czgsci
metodycznej, dlatego w nagltoéwku warto byloby zastapi¢ ,.,adjusted pvalue” na ,,FDR”. Jesli
chodzi o zaprezentowanie wynikéw miRNA to w Tabeli 3, w pierwszej kolumnie zostaty
przedstawione numery identyfikacyjne z bazy Ensemble dla transkryptow (wersja genomu Sus
scrofa 10.2), nie mamy jednak ani w czesci metodycznej, ani w wynikach informacji, w jaki
sposdb przypisano uzyskane wyniki sekwencjonowania do numerdéw identyfikacyjnych dla
transkryptow z bazy Ensemble wersji genomu 10.2 Sscrofa. Ponadto, aktualne badanie miato
na celu identyfikacje genow (o réznicowej ekspresji) dla czasteczek miRNA, a nie gospodarzy
(tzw. hostow dla miRNA). Dlatego tez, w rekordach gdzie wskazano czgsteczki IncRNA, i nie
znamy dokladnej nazwy zidentyfikowanego miRNA, w kolumnie nazwa genu (miRNA)
powinno zosta¢ wskazane ,,nowe miRNA”. Ponadto, z Tabeli 3 nie zostaly usuniete hipertgcza
(kolor niebieski i podkreslenie). Dodatkowo, do tej Tabeli dobrze byto by doda¢ takze wartosci
log2FC (fold change) jako dopetnienie. W kolejnym podrozdziale, gdzie wskazano geny o
roznicowej ekspresji kodujagce miRNA, charakteryzujace si¢ wartosciami FC>2
prawdopodobnie zaistnialo niedopowiedzenie, poniewaz w czeéci metodycznej zostato
wskazane, ze wyniki bgda prezentowane w formie parametru log2FC i nie ma informacji, ze
wartosci log2FC byly transformowane do warto$ci FC. Ponadto, w cze$ci metodycznej zostato
wskazane, ze wyniki ktore byly nieistotne po poprawce na wielokrotne testowanie (FDR),
zostang usunigte, jednak w rozdziale Wyniki zaprezentowane zostaly rowniez takie nieistotne
wyniki, ale posiadajace wysokie wartosci FC>3 i >5. W zwiazku z tym w rozdziale metodyka
taka informacja powinna zosta¢ uzupelniona, gdzie nalezy zaznaczy¢ mozliwos¢ rozpatrywania
wynikéw nieistotnych po poprawce, ale z wysokimi warto$ciami log2FC. W Tabeli 4 powinny
zosta¢ uwzglednione takze informacje o wartosci p value przed poprawka i po poprawce
statystycznej, nawet jesli te wartosci byly nieistotne statystycznie. Opis Tabeli 4 jest bledny jak
w przypadku Tabeli 3 i nie usuni¢gto w nim hiperlacza. W kolejnych Tabelach od 5-21 uwagi
tak jak wyzej. Podrozdzial 4.1.3 poréwnanie grup mieszancow na diecie kontrolnej do grupy
PBZ na diecie eksperymentalnej, jak wezesniej wspomniatam bardzo proszg¢ o wyjasnienie o
czym mialyby swiadezy¢ uzyskane wyniki gdy obserwujemy tu dwie zmienne (ras¢ i diete).
Ponadto, w podrozdziale tym wskazano, ze uwzgledniono wyniki dla wartosci p value< 0.01 i
0.05, co nalezatoby wyjasni¢ i uzupelni¢ w czgsci metodycznej. W podrozdziale 4.1.4 podobnie
jak wyzej porownywanie grup: $winie PBZ na diecie kontrolnej z mieszaficami na diecie
wzbogaconej w PUFA - wymaga wyjasnienia. W wynikach, jak wspomniatam w metodyce,
powinien zosta¢ dodany rozdzial dotyczgcy walidacji wynikow miRNA-seq oraz ewentualnie
poszukiwanie genéw docelowych i analiza funkcjonalna dla miRNA nieuwzglednionych dalej
w analizie WGCNA.

W analizie WGCNA, brakuje informacji skad zaczerpnigto macierz dla miRNA w
liczbie 535, co wspomniano przy okazji czg¢$ci metodycznej. Podrozdziaty od 4.2.3.1. - 4.2.3.5
oraz Tabela 23 dotycza opisu badanych cech, co powinno stanowi¢ podrozdzial w czgsci
metodycznej. W czgsci Wyniki dotyczacej analizy WGCNA brakuje tabeli dotyczgcej rozktadu
badanych cech fenotypowych wraz z podstawowymi statystykami jak $rednia czy wartosci
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min/max na tle grupy badawczej jak i populacji. W rozdziale tym doktorant wspomina, ze
informacje o rasie, grupie eksperymentalnej czy diecie zostaly zestawione z danymi
dotyczacych cech fenotypowych, aby znalez¢é pomigdzy nimi korelacje. Nie do konca jest jasne
czy wynik tej korelacji zostal zaprezentowane na Rycinie 10, gdzie poziom cechy odniesiono
do kazdej z badanych préb, poniewaz na stronie 84 opis przedstawionego wykresu sugeruje, ze
dotyczy on czegos innego, nalezy to wyjasni¢. Ponadto, na tej rycinie nie jest jasne, co oznacza
nasycenie barw na prezentowanym wykresie. Czy kolor bialy przy konkretnym osobniku
oznacza, ze nie bylo danych wzgledem tej cechy, jak dla probki 21R odnosnie zawartosci
kwaséw thuszczowych? Czy probka 21R zostala wykluczona z dalszej analizy? Doktorant nie
unikngt réwniez blgdow w nazewnictwie probek przy kolejnych prezentowanych wykresach
typu heatmap: probka 21R oraz 30r2 powinny przynaleze¢ do rasy PBZ, a nie mieszancow. W
zwigzku z zaistnieniem tych pomylek, w tekécie przy opisie wynikow, takze wystepujg bledy.
Podrozdziaty 4.2.5 i 4.2.6 prezentuja parametry jakie uwzgledniono w analizie WGCNA, co
powinno zosta¢ przeniesione do czgsci metodycznej. Ponadto, prezentowane wykresy typu
heatmap wskakujace na zalezno$¢ pomigdzy poziomem ekspresji/ko-ekspresji genéw dla
czgsteczek miRNA w obrebie kazdego z wyznaczonych modutéw nie klajstruja badanych
probek w obrebie grup badawczych: rasowych czy zywieniowych, co wskazuje, ze zmienne te
nie mialy zwigzku z wyznaczonymi modutami i ko-ekspresja genéw miRNA w watrobie, co
trzeba by bylo zaznaczy¢ w opisie wynikéw. Od Ryciny 14 wystepuje blad, poniewaz Rycina
ta w tekScie cytowana jest jako 13. Kolejno, przedstawiono Ryciny od 19-26, ktore nie zostaly
nigdzie opisane i skomentowane. Od Ryciny 27 wystgpuje blgd w tekscie, poniewaz jest ona
cytowana jako Rycina 26 i dalej do konca rozdzialu Wyniki blad ten jest powtarzany.
Podrozdzial 4.2.8. zatytulowany identyfikacja miRNA zwigzanych z cechami pod wplywem
diety PUFA (jak wczesniej wskazalam powinno byé¢ diety wzbogaconej w PUFA). Przy
omawianiu wynikéw dotyczacych parametru a*, okreslajgcego nasycenie miesa barwag
czerwong doktorant uzywa nazewnictwa raz a*, a raz okreslenia A asteriks, co wprowadza
lekkie zamieszanie, powinno to zosta¢ zunifikowane. W nazewnictwie Rycin od 27-52 powinno
zosta¢ wskazane vs. miRNA gene significance zamiast gene significance.

Podrozdziat 4.3 dotyczy powigzania istotnych miRNA z genami docelowymi oraz
analizy funkcjonalnej wykonanej dla genéw docelowych. Doktorant wspomnial, przy analizie
z wykorzystaniem narzedzia miRDB, ze dost¢pne sa adnotowane genomy referencyjne dla
cztowieka, myszy, szczura, psa i kury, nie wspomnial jednak z jakiej referencji korzystal, taka
informacja powinna zosta¢ umieszczona w rozdziale metodyka. Tabele 51 i 52 zostaly
oméwione w tekscie, ale nie zostaty zacytowane. Tabele od 53-61 nie zostaly oméwione w
tekscie, ani zacytowane. W kolejnym podrozdziale 4.4 doktorant prezentuje procesy
biologiczne oraz $ciezki metaboliczne i sygnatowe, w ktdre zaangazowane sg geny wskazane
jako docelowe dla czasteczek miRNA ulegajgcych ko-ekspresji wg wskazanych modutow.
Wyniki tej czgsci zostaly dobrze przedstawione w postaci wykresow prezentujgcych
zidentyfikowane szlaki w zaleznosci od ilosci genow docelowych (dla miRNA), od
procentowego udziatu poszczegolnych szlakéw w obrgbie kazdego modutu oraz w postaci sieci
powigzan pomigdzy poszczegdlnymi szlakami/ procesami biologicznymi.

Rozdzial wyniki wymaga jednak gruntownej korekty i uporzgdkowania przed
przygotowaniem pracy jako publikacji.



Dyskusja

Rozdziat ten zostat przedstawiony na 16 stronach i zawiera dwie Tabele.

W czesci dyskusji dotyczacej analizy réznicowej ekspresji gendw dla miRNA doktorant
omawia kolejno czasteczki miRNA najwazniejsze wg jego oceny, ktore zidentyfikowano jako
czgsteczki charakteryzujgce si¢ roznicowa ekspresjg gendow w zaleznosci od badanej grupy
zywieniowej czy rasy, sugerujgc, ze czgsteczki te stanowia nowe zrodlo biomarkerow
zwigzanych z dieta wzbogacona w wielonienasycone kwasy tluszczowe i omawia je w oparciu
o dostgpng literatur¢ weryfikujac wczesniej postawione hipotezy. Tabela nr 63 dotyczaca
wskazania czgsteczek miRNA, ktérych geny ulegaly roznicowej ekspresji, i ktore
zidentyfikowano dla kilku wykonanych poréwnan pomigdzy grupami, wedlug mojej opinii
powinna zosta¢ przedstawiona w rozdziale Wyniki.

Czgs¢ druga dotyczgca omowienia analizy WGCNA czyli analizy ko-ekspresji genow
kodujacych czgsteczki miRNA, ktére zostaty zebrane w panele/moduly ze wzgledu na ich ko-
ekspresje w watrobie. Kolejno modutly te zostaty zestawione z cechami fenotypowymi $win jak
poziom tkanki ttuszczowej, koncentracja kwaséw PUFA, MUFA, czy SFA w watrobie czy inne
cechy dotyczace jakosci migsa wieprzowego. Przedstawione wyniki zostaty uznane za istotne
jesli poziom ekspresji z danego modutu korelowat istotnie z poziomem cechy. Na stronie 187
dyskusji zostato wskazane, ze zidentyfikowano 9, 7, 2 i 8 cech fenotypowych, ktére powiazane
zostaly z konkretnymi modutami/panelami miRNA (ulegajacymi wspélnej ekspresji) zalezne
od diety PUFA, jednak w rozdziel¢ wyniki, nie wskazano istotnej zaleznosci pomig¢dzy grupa,
rasa czy wprowadzong dieta, a ktérymkolwiek z moduléw, gdyz prezentowane wykresy typu
heatmap nie wskazywaly na tworzenie wyraznych grup w zaleznosci od rasy czy diety. Stad
tez w czesci dyskusji nalezaloby wskazaé, ze ko-ekspresja czasteczek miRNA w watrobie
wydawala si¢ nie by¢ zalezna od wprowadzonej diety czy grupy rasowej. W tej czesci doktorant
identyfikujac kluczowe miRNA ulegajgce wspdlnej ekspresji w watrobie, ktorych ekspresja
zostala skorelowana z poziom badanej cechy fenotypowej, wskazuje jako nowe markery
watrobowe warunkujace te cechy fenotypowe. W dalszej czgsci dyskusji zostata przedstawiona
Tabela zestawiajaca kluczowe miRNA z pozycjami literaturowymi, w ktérych byly one
omoéwione w roznym kontekscie. T¢ czes¢ dyskusji podzielono na podrozdziaty w ktorych
omoéwiono centralne/kluczowe miRNA (tzw. Aub miRNA) dla kazdego ze zidentyfikowanych
modulow ekspresyjnych w kontekscie dostepnych pozycji literaturowych. Doktorant wskazuje
zaangazowanie kluczowych miRNA w determinowanie poziomu podskoérnej tkanki
tluszczowej, oksydacje kwasow tluszczowych czy wykorzystanie glukozy poprzez szklaki
PPAR czy MAPK. Niemniej jednak, w mojej opinii czgs¢ ta mozna by bylo rozwina€ i
przedyskutowa¢ w kontekscie metabolizmu wielonienasyconych kwaséw thiszczowych.
Ponadto brakuje cho¢ jednego paragrafu komentarza, czy wykorzystanie analizy WGCNA w
przypadku identyfikacji kluczowych czgsteczek miRNA zaleznych od diety wzbogaconej w
PUFA przyniosto oczekiwane efekty. Ponadto w tym rozdziale mozna bytoby przedyskutowac
temat dodatkéw paszowymi, poszukiwanie najkorzystniejszego zrédta PUFA, poniewaz w
literaturze mozna znalez¢ wiele watpliwosci w odniesieniu do stosowania dodatkow
zawierajacych kwas ALA. Z jednej strony, sugeruje sig, ze kwas ten wbudowuje si¢ w tkanke
tluszczowg glownie podskoérng, co nie przedklada si¢ na wilasciwosci samego miesa, a
dodatkowo ALA utrudnia synteze DHA, poniewaz przyczynia si¢ do konwersji DHA w EPA.
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Dyskusja stanowi wg mojej opinii najmocniejsza czgs¢ pracy, cho¢ zyskataby lepsza
formg, gdyby komentarz do uzyskanych w przedstawionej dysertacji wynikow, bezposrednio
odnosi¢ do informacji zawartych w literaturze.

Whnioski

Dysertacja zostata zakonczona rozdziatem wnioski, jednak rozdziat ten powinien brzmiec¢
podsumowanie i wnioski, poniewaz czgs¢ wymienionych punktéw stanowi podsumowanie, a
nie wyciagnigte w oparciu o przeprowadzone badania wnioski.

Cytowana literatura

Dysertacja zostala przygotowana w oparciu o 206 pozycji literaturowych, jednak nie
najnowszych poniewaz tylko 25% stanowilo pozycje literaturowe wydane w okresie ostatnich
5 latach.

Podsumowujac recenzj¢, pomimo licznych uwag, ktére w mojej opinii wynikaja z braku
uporzadkowania prezentowanego materiatu, ktore nie umniejszaja wniesionych wartosci
merytorycznych i poznawczych z zakresu informacji o czasteczkach miRNA ulegajacych
ekspresji w watrobie, takze w kontekscie wprowadzenia podwyzszonej zawartosci kwasow
wielonienasyconych do diety, stwierdzam, ze przedstawiona do oceny praca doktorska wpisuje
si¢ w obszar dziedziny nauk $cistych i przyrodniczych, dyscypling nauk biologicznych i spelnia
wymogi okreslone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(Dz. U. z 2022 roku poz. 574).
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