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PRACY DOKTORSKIEJ MGR KAROLINY DOBRZYN

wykonanej w Zaktadzie Fizjologii i Toksykologii Rozrodu
Instytutu Rozrodu Zwierzat i Badar Zywnosci Polskiej Akademii Nauk w Olsztynie
pod opieka naukowa Pani dr hab. Magdaleny Kowalik
nt.:
REGULACIJA EKSPRESJI BEONOWYCH RECEPTOROW PROGESTERONU
ORAZ ICH FUNKCJA W £OZYSKU KROWY

Recenzja zostata przygotowana na wniosek Rady Naukowej Instytutu Rozrodu Zwierzat i Badan
Zywnosci PAN w Olsztynie podjety w dniu 29 czerwca 2021 r..

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Karoliny Dobrzyh nt. "Regulacja
ekspresji bfonowych receptoréw progesteronu oraz ich funkcja w fozysku krowy" zostata wykonana w
Zakfadzie Fizjologii i Toksykologii Rozrodu Instytutu Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci Polskiej
Akademii Nauk w Olsztynie, pod opiekg naukowg Pani dr hab. Magdaleny Kowalik. Praca doktorska
zostatfa zrealizowana w ramach projektu promotorskiego Konsorcjum Naukowego KNOW ,Zdrowe
zwierzg — bezpieczna zywnosc”, otrzymanego decyzjg Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego nr
05-1/KNOW2/2015.

Recenzowana praca to manuskrypt liczacy 89 stron z wydzielonymi dziewiecioma czeéciami —
rozdziatami. Pierwsza stanowi Wstep, poprzedzony Streszczeniem w jezyku polskim i angielskim.
Nastepnie Autorka zamiescita 2-stronicowy Wykaz Skrotow. Na 20-stronach Wstepu Doktorantka
bardzo przejrzyécie przedstawita tematyke swojej pracy; w tym omdwita procesy rozrodcze samicy, w
tym steroidogeneze, nastepnie opisata szczegdtowo progesteron, jego funkcje w organizmie samicy,
mechanizm dziatania, a na zakoriczenie omdwita budowe tozyska u ssakéw, zwracajac szczegdlng
uwage na udziat progesteronu w funkcji fozyska. Kazdy z trzech punktéw Wstepu zaopatrzony zostat w
jedng lub kilka rycin, ktére bardzo pomagajg w dobrym zrozumieniu tematu, ze wzgledu na ich
czytelnosc i ilustratywnos$é. Nastepnie Doktorantka w drugim rozdziale: Cele i zadania badawcze pracy
zaprezentowata hipoteze badawczg i stuzgce jej realizacji cel pracy i cele szczegétowe. Rozdziat trzeci
to Materiat i Metody w ktorych znajdziemy podpunkt dotyczacy materiatu wykorzystanego w
doswiadczeniach, opis inkubacji skrawkéw tozyska, nastepnie doktadnie przedstawienie przebiegu
poszczegolnych doswiadczen odpowiadajacych postawionym wezeéniej celom badawczym, opis metod
analitycznych wykorzystanych w doswiadczeniach i analize statystyczng. Czwarty rozdziat to
przedstawienie uzyskanych wynikdéw z podziatem na wydzielone wczesniej cele badawcze. Pomiedzy




stronami od 63 do 70 zawarta jest Dyskusja wynikdw pracy, nastepnie Whnioski. Literatura to 213
pozycji, z ktdrych 140 czyli 66% pochodzi z XXI w.

Recenzja szczegdtowa

1. Cele i zadania badawcze pracy: Hipotezg badawczg pracy przedstawionej do recenzji bylo
rozpoznanie czy: progesteron uczestniczy w regulacji funkcji tozyska krowy na drodze pozagenomowej
poprzez aktywacje receptoréw btonowych, ktérych ekspresja jest regulowana przez hormony
steroidowe, cytokiny i czynniki produkowane lokalnie w macicy i tozysku.

W celu weryfikacji powyzszej hipotezy Doktorantka wyznaczyta gtowny cel pracy, ktérym byto
okreslenie czynnikow regulujgcych ekspresje bfonowych receptoréw P4 w tozysku oraz zdefiniowanie
odpowiedzi komérek tozyska zaleznie od ich genomowego lub pozagenomowego pobudzenia przez P4.
Ponadto, zaprezentowata 3 cele szczegétowe 1. okreslenie poziomu ekspresji mRNA oraz
immunolokalizacje biatek btonowych receptorow P4 w tozysku krowy w drugim trymestrze cigzy; 2.
okreslenie czynnikdw biorgcych udziat w regulacji ekspresji blonowych receptoréw P4 w fozysku krowy
w drugim trymestrze cigzy — tu w trzech podpunktach wymienione zostaty czynniki na ktére zwrécono
uwage w pracy: P4, E2, TNFa, IL1, IL6, IL8, INFy, LIF, EGF, FGF7, IGF1, VEGF, TGFB; 3. zdefiniowanie
odpowiedzi komoérek tozyska na P4 zaleznie od ich genomowego lub pozagenomowego pobudzenia w
tym: okreslenie wptywu inhibitora transkrypcji aktynomycyny D, antagonisty PGR, inhibitora PGRMC1,
koniugatu P4-BSA na ekspresje btonowych receptoréw P4 w skrawkach tozyska krowy oraz okresélenie
wpltywu P4 podanego z wyzej wymienionymi czynnikami na ekspresje btonowych receptoréow P4 w
skrawkach tozyska krowy.

Weryfikacja hipotezy badawczej i cele pracy zostaty zrealizowany poprzez:

- pozyskanie do badan macic od 5 ciezarnych krow w drugim trymestrze cigzy w celu wyizolowania
skrawkow tozyszcz z zachowaniem potgczeri matczyno-ptodowych; model ten umozliwiajacy
badanie funkcji tozyska krowy w warunkach pozaustrojowych miatam mozliwoéé poznac
oceniajgc rozprawe doktorska Pani dr Anny Marii Wojciechowskiej i uwazam go nie tylko za
bardzo dobry, ale wtasciwy dla przedstawionych doswiadczen. Ponadto pozyskano kosmoéwke i
endometrium. Tkanki te postuzyty do inkubacji i okreélenia ekspresji gendw receptoréw
btonowych P4;

- inkubacje 24-godzinna pojedynczych skrawkow tozyszcz, kosmdwki gtadkiej i endometrium;

- immunolokalizacje w tozyszczach btonowych receptoréw progesteronu;

- poddanie skrawkow tozyszcz 6 i 24-godzinnej inkubacji z P4, E2, P4 tgcznie z E2;

- inkubacji 6 i 24-godzinnej skrawkéw fozyszcz z cytokinami, czynnikami wzrostu;

- inkubacji 6 i 24-godzinnej skrawkow tozyszcz z P4, aktynomycyng D, antagonistg PGR,

inhibitorem PGRMC1, koniugatem P4-BSA oraz P4 z kazdym wymienionym czynnikiem.
Doswiadczenia in vitro przeprowadzono w 5 powtérzeniach, a analize IHC w trzech.

2. Poprawnos¢ wyboru i opisu metod badawczych. Stwierdzam z pelnym przekonaniem, ze
wykorzystanie w badaniach przez Doktorantke inkubacji in vitro skrawkow fozyszcz, analize ich
zywotnosci przy pomocy testu AlamarBlue, oznaczenia stezenia hormondéw steroidowych w pozywce
hodowlanej w tym P4 i E2, prostaglandyn (PGE i PGF2a) przy pomocy testow immunologicznych,
zbadanie ekspresji wybranych 5 gendéw z wykorzystanie techniki Real-Time PCR, techniki
immunohistochemicznej stanowig o doskonatej znajomosci warsztatu naukowego Doktorantki, co
potwierdza bardzo szczegbétowy opis stosowanych technik w pracy. Poprawne sg takze testy do analiz
statystycznych przy opracowaniu wynikow.

3. Nowatorskos¢ tematyki badawczej. W Zakiadzie Fizjologii i Toksykologii Rozrodu IRZIBZ PAN w
Olsztynie prowadzone sg prace nad genomowym i pozagenomowym dziataniem progesteronu, a
Promotor dysertacji doktorskiej Pani dr hab. Magdalena Kowalik jest rozpoznawalnym w $wiecie nauki
badaczem mechanizmu dziatania progesteronu w kontekscie procesdéw rozrodczych krowy. Zatem
doswiadczenia w niniejszej pracy doktorskiej jak najbardziej wpisujg sie w nurt prowadzonych w
Zaktadzie badan. Uwzglednienie w przeprowadzonych doswiadczeniach modelu badawczego
zawierajgcego dwa komponenty — matki i pfodu, z funkcjonalnymi potaczeniami matczyno-ptodowymi
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stanowi 0 nowatorskosci tematyki badawczej. Doktorantka chcac okresli¢ oddziatywanie wybranych
czynnikow na potgczenia nabtonkowo-kosmoéwkowe i aktywnoéé sekrecyjna tozyska krowy, w
pierwszej kolejnosci musiata opracowac izolacje fozyszcz. Nie tylko opanowata Ona sposéb izolagji
skrawkow tozyszcz tozyska krowy z zachowaniem integralnosci czesci ptodowej (liscienie) i matczynej
(karunkule — brodawki maciczne), ale poddata je takie dtugotrwatej inkubacji przez 6 i 24-godziny.
Niewatpliwie byta to trudna i diugotrwata praca, ktéra uwiericzona zostata sukcesem. tozysko —
przejsciowy narzad ptodowy petni zasadniczg role w wymianie gazéw, produktéw energetycznych i
budulcowych oraz ich metabolitéw pomigdzy krwig matki a krwig pfodu. Drugg waing funkcja tozyska
jest wytwarzanie hormondw. Cze$¢ ptodowa tozyska stanowi unaczyniona kosméwka, cze$¢ matczyna
rozrosnigta i obficie unaczyniona czes¢ btony sluzowej macicy, ktéra wchodzi w kontakt z kosméwka. U
przezuwaczy wystepuje tozysko tacznotkankowo-kosméwkowe (placenta syndesmochorialis), w ktérym
5 bfon rozdziela krgzenie krwi matki od krgzenia krwi ptodu. A mianowicie: tkanka taczna bfony
Sluzowej i $rodbtonki jej naczyn, nabtonek kosmkéw, ich tkanka taczna i $rédbfonek ich naczyn. Jak do
tej pory nie ma w literaturze badan prowadzonych w warunkach in vitro — hodowli eksplantéw fozyszcz
krowy w celu okreslenia dziatania genomowego i pozagenomowego progesteronu. Stad uwazam, ze
wykorzystanie unikalnego modelu badawczego i licznych technik badawczych w celu uzyskania
unikatowych wynikéw stanowig o wysokiej ocenie przedstawionej pracy.

4. Dyskusja jako odniesienie do danych literaturowych. Doktorantka w sposéb umiejetny i ciekawy
przeprowadzita dyskusje interpretujac swoje wyniki i odnoszgc je do danych literaturowych prac
prowadzonych na macicach kobiet, owiec, czy gryzoni. W Dyskusji bardzo sprawnie analizowata
otrzymane wyniki i prezentowata mechanizmy dziatania progesteronu w kontekécie jego
pozagenomowego dziatania. Sugerowata w jakie procesy rozrodcze moga by¢ zaangazowane receptory
mPR, na co moze w ten sposob wplywac progesteron i co reguluje jego pozagenomowe dziatanie.
Ponadto, Doktorantka zwrdcita w Dyskusji uwage na proces implantacji blastocysty w kontekscie
wykorzystanych w pracy czynnikdw wzrostu czy cytokin. Szczegdlnie moja uwage zwrdcita czeséé
Dyskusji dotyczaca roli czynnikéw modulujgcych dziatanie P4 na poziom ekspresji receptoréow
btonowych P4. Ta czes¢ Dyskusji prowadzona jest bardzo ciekawie z opisaniem mozliwych $ciezek
dziatania progesteronu z konkluzjg o integracji réznych mechanizméw dziatania, co wskazuje na
naukowg dojrzatos¢ Autorki pracy. Wykorzystanie w pracy 219 pozycji literatury $wiadczy takze o
bardzo dobrym opanowaniu tematyki problemu przez Doktorantke.

5. Wnioski. Prace doktorska wiericza wnioski, ktdre stanowig odpowied? na postawiong hipoteze
badawczg i zakres problematyczny celéw szczegdtowych.

Przedstawiona do oceny praca doktorska Pani mgr Karoliny Dobrzyh stanowi oryginalne osiggniecie
naukowe. Starannie przemyslana, a nastepnie konsekwentnie zrealizowana koncepcja pracy, opartej
na nowoczesnych analizach, badaniach na nowatorskim modelu in vitro — inkubacji eksplantéw
tozyszcz krowy, pozyskanych w drugim trymestrze cigzy, pozwolita na obiektywna i krytyczng ocene
problemow postawionych w trzech celach szczegétowych. Dysertacja $wiadczy o duzej biegtosci
Doktorantki w poruszanej przez Nig tematyce odnoszacej sie do okrelenia ekspresji i lokalizacji
btonowych receptoréw progesteronu i sprecyzowania czynnikéw zaangazowanych w ich regulacje w
tozysku krowy w czasie drugiego trymestru cigzy. Umiejetnos¢ krytycznej dyskusji otrzymanych
wynikow swiadczy o dojrzatosci naukowej Doktorantki.

Na zakonczenie chciatabym skierowa¢ do Doktorantki kilka pytan, bedacych nie krytyka a
uzupetnieniem informacji, ktérych nie znalaztam w pracy:

1. Dlaczego w Doswiadczeniu 1 nie zamrozono pozyskanych z macic skrawkow tozyszcz,
endometrium i kosmowki gtadkiej w -80 st. po ich izolacji, lecz dopiero po 24 godzinnej
inkubacji, czemu miata stuzy¢ inkubacja skrawkéw?

2. Dlaczego wybrano do inkubacji skrawkow 6 i 24 godziny. To duza réznica czasowa, szczeg6lnie,
ze skrawki preinkubowano wczeséniej przez okres 2h.




3. Czy moze Pani opisa¢ przypuszczalny mechanizm dziatania mPR w procesie luteoliny CL, o czym
wzmiankuje Pani w Dyskusji pracy.

4. Chciatabym zwroci¢ uwage na czeste stosowane zapozyczenia jezykowe, stowo placentom
zamiast tozyszcze, medium/media zamiast pozywka/pozywki.

5. Proponuje przy przygotowaniu manuskryptow pracy ujednolici¢ dawki zwigzkéw i przedstawic
ie np. w ng/ml, obecnie nawet w jednym doswiadczeniu cze$¢ zwigzkéw podana jest w molach
a pozostate w ng/ml.

KONKLUZJA

Rozprawe doktorska nt. ,Regulacja ekspresji btonowych receptoréw progesteronu oraz ich

funkcja w tozysku krowy” oceniam wysoko. Podjety przez Doktorantke temat jest istotny z
naukowego i aplikacyjnego punktu widzenia. Pragne podkredli¢, iz wykorzystane techniki
eksperymentalne i metody analiz laboratoryjnych umozliwity uzyskanie nowatorskich i
wiarygodnych wynikdw.
Z przekonaniem stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska nt. “Regulacja
ekspresji blonowych receptoréw progesteronu oraz ich funkcja w fozysku krowy” i indywidualny
wkiad Doktorantki spetniaja wymogi okreslone w Ustawie z dnia 14 marca 2003 roku ,0
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki” (dz. U. Nr
65, poz. 595, z péiniejszymi zmianami) i zwraca sie do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu
Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci Polskiej Akademii Nauk w Olsztynie, o przyjecie rozprawy
doktorskiej Pani mgr Karoliny Dobrzyhn i dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapéw
przewecdu doktorskiego.

Z powazaniem,

Dot (et MM/UJ

Krakow, 18 sierpnia 2021 roku prof. dr hab. Dorota Zieba-Przybylska




