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RECENZJA
Rozprawy doktorskiej Pani mgr Eweliny Goryszewskiej-Szczurek pt.:
Rola prokinetycyny 11 jej receptora PROKRI1 w interakcjach pomi¢dzy zarodkiem
a endometrium podczas wczesnej ciazy u Swini
wykonanej pod kierunkiem dr hab. Agnieszki Waclawik, profesor Instytutu w Zakladzie
Mechanizmow Dziatania Hormonow, Instytutu Rozrodu Zwierzat i Badaf Zywnoéci, Polskiej

Akademii Nauk w Olsztynie.

Przedstawiona do oceny Rozprawa doktorska Pani mgr Eweliny Goryszewskiej-
Szezurek pt.: Rola prokinetycyny 1 i jej receptora PROKRI1 w interakejach pomi¢dzy
zarodkiem a endometrium podczas wcezesnej ciazy u $wini jest jednotematycznym
opracowaniem, opartym na trzech oryginalnych artykulach opublikowanych w latach 2020-
2021. Rozprawa doktorska zostala wykonana w ramach projektu finansowanego z $rodkéw
dotacji KNOW Konsorcjum "Zdrowe Zwierzg — Bezpieczna Zywno$¢", Ministerstwo Nauki i
Szkolnictwa Wyzszego decyzja nr 05-1/KNOW2/2015 oraz $rodkow statutowych Instytutu
Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci, Polskiej Akademii Nauk w Olsztynie.

W pierwszej publikacji, wchodzacej w sktad Rozprawy doktorskiej: Goryszewska E.,
Kaczynski P., Balboni G., Wactawik A., (2020). Prokineticinl— prokineticin receptor 1
signaling promotes angiogenesis in the porcine endometrium during pregnancy. Biology of
Reproduction, 103(3): 654-668. doi: 10.1093/biolre/ioaa066, Pani mgr Ewelina
Goryszewska-Szczurek jest pierwszym autorem, a jej udzial w niniejszej publikacji zostal
oceniony na 50%. Praca opublikowana zostala w czasopiSmie Biology of Reproduction,
ktorego IF za 2020 rok wynidst 3.582, a liczba punktéw MEiN= 200. Niniejsza publikacja

zostata uznana przez Towarzystwo Biologii Rozrodu (01.03.2021) najlepsza pracg z zakresu
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biologii rozrodu opublikowana w roku 2020 i przyznalo Pani mgr. E. Goryszewskiej-
Szczurek nagrodg naukowa.

W drugiej publikacji, wchodzace] w sktad Rozprawy doktorskiej: Goryszewska E.,
Kaczynski P., Baryla M., Wactawik A., (2021b). Pleiotropic role of prokineticin 1 in the
porcine endometrium during pregnancy establishment and embryo implantation. Bielogy of
Reproduction, 104(1): 181-196. doi: 10.1093/biolre/icaal81, Pani mgr Ewelina
Goryszewska-Szczurek jest pierwszym autorem, a jej udzial w niniejszej publikacji zostat
oceniony na 60%. Praca opublikowana zostala w czasopismic Bielogy of Reproduction,
ktorego IF za 2021 rok wynidst 3.582, a liczba punktow MEiN= 200. Niniejsza publikacja
zostata wyrozniona przez Editor's choice (Biology of Reproduction) — 07.01.2021.

W trzeciej publikacji, wchodzacej w sklad Rozprawy doktorskiej: Goryszewska E.,
Baryla M., Kaczynski P., Wactawik A., (2021a). Prokineticin 1—prokineticin receptor 1
signaling in trophoblast promotes embryo implantation and placenta development. Scientific
Reports, doi: 10.1038/s41598-021-93102-1. Pani mgr Ewelina Goryszewska-Szczurek jest
pierwszym autorem, a jej udzial w niniejszej publikacji zostat oceniony na 55%. Praca
opublikowana zostata w czasopi$mie Scientific Reports, ktorego IF za 2021 rok wyniost
4.122, a liczba punktow MEiIN= 140. Nalezy podkresli¢, ze niniejsza publikacja ukazala si¢
réwniez w prestizowym czasopi$mie, wchodzgcym w sklad Nature Research journals.

Laczna punktacja publikacji wchodzacych w  sklad cyklu, zgodnie z rokiem
opublikowania, wynosi 540 punktow MEIN, a taczny IF wg listy JCR wynosi 11,286. We
wszystkich publikacjach Pani mgr Ewelina Goryszewska-Szczurek jest pierwszym autorem.
Udzial pozostalych autor6w w poszczegélnych publikacjach zostal potwierdzony w
odpowiednich oswiadczeniach dotaczonych do niniejszej Rozprawy.

Rozprawa doktorska oparta o jednotematyczny cyklu publikacji, dotyczy roli
prokinetycyny 1 (PROKI1) i jej receptora PROKR1 w interakcjach pomiedzy matky a
zarodkiem podczas implantacji 1 tworzenia lozyska. Prokinetycyna 1 (PROKI1) jest
wielofunkcyjnym biatkiem sekrecyjnym, zwanym takze czynnikiem wzrostu srodblonka
naczyniowego pochodzenia dokrewnego (EG-VEGF). Ekspresja prokinetycyny 1 (PROKI) i
jej receptora PROKR1 zasadniczo jest ograniczona do gruczoléw steroidogennych (jajnikow,
jader, nadnerczy i lozyska) i czgsto komplementarna do ekspresji czynnika wzrostu
srodblonka naczyniowego (VEGF), co sugeruje, ze dzialajg one w sposob skoordynowany.

Istnieja mocne dowody, oparte na badaniach ex vivo, in vivo, in vitro oraz badaniach
klinicznych, wskazujgce na bezpoéredni udzial systemu PROKI/PROKR zaréwno w

fizjologicznych, ale réwniez patofizjologicznych aspektach cigzy. PROKI jest zasadniczo
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czynnikiem angiogennym, proliferacyjnym oraz indukujgcym migracj¢ komorek srodbtonka i
ich fenestracj¢ w naczyniach wlosowatych pochodzacych z gruczotow dokrewnych.

Biatko prokinetycyna 1 (PROKI) byto badane u wielu gatunkéw, w tym u bydta, myszy,
krolika oraz szczura. Jednak najistotniejsze wnioski w odniesieniu do niniejszej Dysertacji
pltyng z badan przeprowadzonych u kobiet, w ktérych stwierdzono, ze w zenskim ukladzie
rozrodczym PROKI1 odgrywa kluczowa rol¢ w receptywno$ci endometrium 1 rozwoju
tozyska. W endometrium kobiet ckspresja bialka PROK1 osiaga szczyt w Srodkowej fazie
cyklu miesigezkowego, co odpowiada okienku implantacji zarodka. Dlatego PROKI1 jest
opisywana jako potencjalny biomarker receptywno$ci endometrium cztowieka. Ponadto
PROK! bezposrednio wzmaga ekspresj¢ genow zaangazowanych w implantacj¢ oraz
zwicksza adhezj¢ ludzkich trofoblastow do bialek macierzy zewngtrzkomorkowej, co
sugeruje bezposrednig rolg tej cytokiny w interakcji miedzy trofektodermg zarodka a
komorkami endometrium w okresie implantacji. W lozysku uklad PROKI/PROKR ulega
silnej ekspresji i odgrywa wiele funkcji w lozyskowej angiogenezie i proliferacji trofoblastow
oraz przezyciu, migracji i inwazji plodu. Na szczegdlng uwagg zastuguja doniesienia
wskazujace, ze poziom PROK1 w krwi dodatnio koreluje z jako$cig zarodkéw oraz wynikami
cigzy u kobiet poddawanych leczeniu IVF. Dlatego u kobiet PROK1 rozwazane jest jako
nieinwazyjny prognostyczny biomarker implantacji zarodka.

Jednak biorgc pod uwagg specyficznos¢ gatunkowg interakcji matka-ptod podczas
implantacji oraz struktur¢ powierzchni kosmowki 1 jej interakcje z endometrium, liczbg
warstw oddzielajgcych krazenie plodowe od matczynego (bariera lozyskowa) oraz stopien
inwazji, niniejsze badania nad rolg PROK1 i PROKRI1 u $§wini domowej byly ze wszech miar
uzasadnione.

W Rozprawie Doktorskiej wyodrebniono: Streszczenie w jezyku polskim 1 angielskim;
Wykaz skrotow w jezyku polskim i angielskim; Wstep wraz z hipoteza badawcza, celem
pracy i zadaniami badawezymi; Material i Metody; Wyniki; Dyskusj¢; Podsumowanie i
wnioski oraz Bibliografia (102 pozycje). Na koficu zamieszczono Oswiadczenia
wspolautorow publikacji oraz trzy oryginalne Publikacje wraz z zatacznikami.

W niniejszej Rozprawie doktorskiej, Doktorantka postawita Hipotez¢ badawczg:
Prokinetycyna 1 produkowana przez zarodki, jak rowniez przez komorki blony Sluzowej
macicy $wini, dzialajac przez swoj receptor (PROKRI1) w trofoblascie 1 endometrium,
reguluje procesy zachodzace podczas implantacji zarodka oraz rozwoju tozyska.

Stad tez celem Dysertacji bylo: Okre$lenie roli PROKI i jej receptora PROKR1 w

b

interakcjach zarodek — macica podczas wczesnej cigzy u $wini.




W Dysertacji opartej na jednotematycznych cyklu, bazujagcym na trzech publikacjach,
Doktorantka wyodre¢bnita nast¢pujace zadania badawcze :

1. Charakterystyka profilu ekspresji oraz okre§lenie lokalizacji PROK1 i PROKR1 w
endometrium $wini podezas wybranych dni cyklu rujowego oraz wcezesnej cigzy — badania ex
vivo (Publikacja 1)

2. Zbadanic wplywu rozwijajgcych si¢ zarodkow na ckspresjc PROK1 oraz PROKR1 w
blonie sluzowej macicy swini — badania in vivo (Publikacja 1)

3. Okreslenie wplywu sygnatéw zarodkowych (E2, PGE2) na ekspresje PROKI oraz
PROKRI w endometrium $wini — badania in vive (Publikacja 2)

4. Zbadanie wplywu estradiolu oraz progesteronu na ekspresj¢ PROK1 oraz PROKR1 w
blonie Sluzowej macicy swini — badania in vitro (Publikacja 1)

5. Okreslenie wplywu PROKI1 na ekspresje genéw i bialek, aktywacje szlakow
wewnagtrzkomorkowych oraz sekrecje czynnikow zaangazowanych w rozwdj wczesnej cigzy
w endometrium $wini — badania in vifro (Publikacja 1 i Publikacja 2)

6. Zbadanie wptywu PROKI na proces angiogenezy w blonie §luzowej macicy $wini oraz
okreslenie szlakéw wewnatrzkomorkowych zaangazowanych w ten proces —badania in vitro
(Publikacja 1).

7. Okreslenie profilu ekspresji genow PROK! i PROKR1 oraz wybranych genéw zwigzanych
z c1gzg w zarodkach/trofoblastach §wini — badania ex vivo (Publikacja 3)

8. Okreslenie wplywu PROKI] na eckspresje genoéw oraz aktywacje szlakow
wewnatrzkomorkowych zaangazowanych w rozwdj wczesnej ciazy w komoérkach trofoblastu
$wini — badania in vitro (Publikacja 3)

9. Zbadanie wplywu PROKI na proliferacje i adhezje komorek trofoblastu $wini oraz
okreslenie szlakéw wewnatrzkomérkowych zaangazowanych w te procesy — badania in vitro
(Publikacja 3)

Material do badan pobrano od loszek mieszancow Pietrain X Duroc, bedacych w okresie
dojrzewania, z ktorych czg¢$¢ byla cigzarna (po inseminacji), a czgé¢ w naturalnym cyklu
rujowym. Doktorantka podala, ze wszystkie eksperymenty z wykorzystaniem zwierzat
zostaly przeprowadzone zgodnie z uchwala Lokalnej Komisji Etycznej do Spraw
Doswiadczen na Zwierzgtach w Olsztynie (Uniwersytet Warminsko-Mazurski) w oparciu o
art. 1 ustawy z dnia 21. stycznia 2005 r. o doSwiadczeniach na zwierzetach (zgody nr:
17/2008, 32/2008 oraz 36/2012). W mojej opinii Doktorantka powinna wskazal, czy
uzyskane w latach 2008 1 2012 zgody spelniajg wymogi ustawy z dnia 15 stycznia 2015 . o
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ochronie zwierzat wykorzystywanych do celow naukowych lub edukacyjnych (Dz. U. poz.
266).

Doktorantka w sposob klarowny i logiczny przedstawita opis metodyczny doswiadczen
z odniesieniem do poszczegdlnych publikacji, w ktorych zamiescita szczegélowy opis
eksperymentow ex vivo, in vivo, in vitro. Na szczegolne uznanie zastuguje zamieszczenie
rycin z schematami poszczegolnych doswiadezen, co utatwito zrozumienie tak zlozonego, bo
wielopoziomowego uktadu doswiadczalnego.

W swoich badaniach Doktorantka wykorzystala ,,ogrom” metod, mi¢dzy innymi: RT-
PCR, Western Blot, EIA, RIA, ELISA, CellTiter96R Aqueous One Solution Cell Proliferation
Assay, Network Formation Assey, Cell Adhesion Assay, co budzi moje uznanie dla warsztatu
do$wiadczalnego Doktorantki. Przyznam sie, ze bardzo =zaciekawila mnie analiza
formowania si¢ struktur kapilaropodobnych przez komoérki endotelialne z uzyciem naktadki
Angiogenesis Analyzer (Rycina 6 w Rozprawie doktorskiej). Dlatego mam nadzieje, ze
podczas Obrony bgdzie sposobno$é o tym porozmawiac,

Wyniki zostaly przez Doktorantke w sposob konsekwentny 1 klarowny omodwione, z
odestaniem do poszczegdlnych publikacii.

W rozdziale Dyskusja, Doktorantka omoéwila uzyskane wyniki i przeprowadzila
wyczerpujaca dyskusje w oparciu o kluczowe pozycje pisSmiennictwa naukowego. Na
najwyzsze uznane zasluguje zaproponowanie przez Doktorantke mechanizmu interakcji
migdzy PROKI/PROKR1 a zarodkiem i matka podczas implantacji 1 tworzenia tozyska, co
szczegblowo zostalo omowione, ale rowniez przedstawione na fantastycznych schematach
(Rycina 8 w publikacji 1; Rycina 6 w publikacji 2; oraz Rycina 7 1 8 w publikacji 3).

Na podstawie przeprowadzonych eksperymentéw Doktorantka wyprowadzila
nastepujace wnioski:

1. Regulacja ekspresji PROK1 i PROKR1 przez zarodki oraz sygnaty zarodkowe (E2 oraz
PGE2) w blonie $luzowej macicy sugeruje, ze PROKI dziala jako mediator sygnalow
zarodkowych i1 poprzez swoj receptor PROKRI1 bierze udziat w przygotowaniu endometrium
do przyjecia zarodka i rozwoju lozyska.

2. Prokinetycyna 1, ktorej ekspresja jest zwigkszona w blonie sluzowej macicy $wini w
okresie implantacji zarodka oraz rozwoju lozyska, dzialajac w sposéb bezposredni i/lub
poéredni stymuluje proces angiogenezy zachodzacy podczas wezesnej cigzy.

3. Prokinetycyna 1 w endometrium, jak i komorkach trofoblastu §wini wykazuje plejotropowa
role poprzez stymulacj¢ ekspresji gendéw 1/lub bialek zaangazowanych w procesy zachodzace

podczas wezesne] cigzy takie jak: kontakt migdzy komorkami, przyleganie, migracja oraz
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zywotnos¢ komorek, angiogeneza, aktywacja komorek endotelialnych, waskulogeneza,
roznicowanic si¢  komorek nablonkowych, aktywacja leukocytow oraz odpowiedzi
immunologicznej. Ponadto, prokinetycyna 1 zwickszajac sekrecje PGF2a, VEGFA, IL6 i
IL11 reguluje funkcj¢ wydzielniczag endometrium i bierze udzial w tworzeniu stanu
przypominajacego proces zapalny w okresie implantacji zarodka.

4. Prokinetycyna 1 dzialajac przez receptor PROKR1 w trofoblascie, stymuluje proliferacje
oraz adhezj¢ komorek trofoblastu w okresie implantacji i rozwoju tozyska.

5. Uzyskane wyniki sugeruja, Zze sygnalizacja PROK1-PROKR1 jest waznym czynnikiem
Wwsplerajgcym procesy zaangazowane w ustanowienie i rozwoj cigzy u $wini.

Uzyskane wyniki upowaznity Doktorantke do sformulowania powyzszych wnioskow,
cho¢ moim zdaniem zaréwno we wniosku 1 jak i 4 powinno by¢ stwierdzenie, ze ,,u $win”.

Nalezy podkresli¢, ze wnioski wynikajgce z badan Doktorantki wnosza nowa wiedze o
roli PROK1 i jej receptora PROKR1 w dialogu pomigdzy matkg a zarodkiem podczas
implantacji 1 tworzenia tozyska u $win.

Rozprawa doktorska Pani mgr Eweliny Goryszewskiej-Szczurek jest wybitna, wrecz
idealna, wlasciwie nic nie budzi moich zastrzezen, zasluguje na wyrdznienie i o takie
wystgpitam, ale musze przyzna¢, Ze czuj¢ pewien niedosyt, bo nie rozumiem, dlaczego
dysponujac takimi mozliwo$ciami Doktorantka nie pokusila si¢ o zbadanie poziomu PROK 1
w krwi swinh pod katem wykorzystania tej cytokiny jako biomarkera implantacji i tworzenia
lozyska, tak jak zrobiono to u kobiet.

Podsumowujac, Rozprawa doktorska Pani mgr Ewelina Goryszewska-Szczurek pt.:
Rola prokinetycyny 1 i jej receptora PROKRI1 w interakcjach pomiedzy zarodkiem a
endometrium podczas wezesnej ciazy u Swini jest oparta na jednotematycznym zbiorze 3
oryginalnych publikacji. Calkowity IF Pani mgr Ewelin¢ Goryszewskiej-Szczurek wyniést
= 11.286, co jest osiagnigciem znaczaco przekraczajacym wymagania stawiane rozprawom
doktorskim - Ustawa o stopniach i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U., nr 65, z dnia 14 marca 2003 roku). Nalezy podkresli¢, ze podjcta przez Panig mgr
Eweling  Goryszewska-Szczurek tematyka badawcza pozwolita na  osiggnigcie
wartoSciowych wynikoéw, przez co niniejsza Rozprawa doktorska charakteryzuje sie
wyjatkowymi walorami poznawczymi, ktére wpisujg si¢ w $wiatowg literature naukows i sa
znaczacym osiagnigciem w dyscyplinie zootechnika i1 rybactwo. Bez watpienia kazda z
publikacji wchodzaca w sklad niniejszej Dysertacji bedzie czgsto cytowana, poniewaz
oprocz waloréw poznawczych, kazda z nich wytycza nowe szlaki badawcze. Wart rowniez

podkreslic, ze Doktorantka wykorzystala nowoczesne 1 zaawansowane metody, co $wiadczy
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0 jej ponadprzecigtnym warsztacie badawczym. Rozprawa doktorska jest niezwykle
przejrzysta, charakteryzujaca si¢ logicznym ukladem calosei, a do tego zostala staranne
przygotowana.

Przekladam zatem Radzie Naukowej Instytutu Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci
PAN w Olsztynie wniosek o dopuszczenie Pani mgr Eweliny Goryszewskiej-Szczurek do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego w celu nadania stopnia doktora nauk rolniczych w
dyscyplinie zootechnika i rybactwo.

Jednocze$nie wnoszg 0 wyroznienie pracy stosowna nagrodg. Za wyrdznieniem niniejsze
Rozprawy doktorskiej przemawiajg ponizsze fakty:

1. Tematyka badawcza podjgta przez Pania mgr Eweling Goryszewska-Szczurek pozwolila
na okre$lenie roli PROKI i jego receptora (PROKRI1) w interakcjach migdzy matka a
zarodkiem podczas implantacji i tworzenia tozyska u $win, przez co niniejsza Rozprawa
doktorska charakteryzuje si¢ wyjatkowymi walorami poznawczymi, wykraczajacymi
dalecko poza dyscypling zootechnika i rybactwo. Zaproponowane mechanizmy
oddziatywania PROK1 i jego receptora (PROKRI1) wnosza nowa wiedzg¢ i to nie tylko u
$wifi, ale rOwniez rzucaja $wiatlo na przebieg implantacji i tworzenia tozyska u wielu

innych gatunkow.

2.  Wszystkie trzy publikacje Pani mgr Ewelina Goryszewska-Szczurek znajduja si¢ na
liscie JCR a ich 1gczny IF wynosi 11,286, co jest osiggnigeiem znaczaco przekraczajgcym
wymagania stawiane rozprawom doktorskim. Dwie z trzech publikacji wchodzgcych w
sklad Dysertacji, zostaly nagrodzone. Pierwsza z nich przez Towarzystwo Biologii
Rozrodu a druga wyrdzniona przez Editor's choice (Biology of Reproduction). Nalezy
podkresli¢, ze trzecia publikacja ukazala si¢ rowniez w prestizowym czasopismie,

wchodzacym w skiad Nature Research journals.

3. Pani mgr Ewelina Goryszewska-Szezurek wykorzystata w badaniach ,,0grom”
metod/technik, wymagajacych nieprzecigtnych umiej¢tno$ci zarowno na etapie ich
stosowania jak i opracowania oraz interpretacji wynikow, migdzy innymi: RT-PCR,
Western Blot, EIA, RIA, ELISA, CellTiter96RAqueous One Solution Cell Proliferation

Assay, Network Formation Assay, Cell Adhesion Assay, co budzi moje uznanie dla
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warsztatu do§wiadczalnego Doktorantki.
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