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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Karoliny Dobrzyn
pt. "Regulacja ekspresji blonowych receptoréw pregesteronu
oraz ich funkcja w lozysku krowy”
Instytut Zoologii
Przedlozona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Karoliny Dobrzyn
zostala wykonana w Zakladzie Fizjologii 1 Toksykologii Rozrodu Instytutu
Rozrodu Zwierzat i Badafi Zywnosci Polskiej Akademii Nauk w Olsztynie,

i Badaf Biomedycznych

pod kierunkiem Pani dr hab. Magdaleny Kowalik. Recenzowana praca to 89- ..., Endokrynologii
stronicowy manuskrypt zawierajacy: streszczemia w lezyku nolskim i
angielékim, wykaz stosowanych skrotow, wstep, cele i zadania badawcze
pracy, material i metody, wyniki, dyskusje, wnioski i bibliografi¢, na ktéra
sktada si¢ 213 cytowanych pozycji. Badania zrealizowano w ramach projektu
promotorskiego Konsorcjum Naukowego KNOW ,Zdrowe zwierzg —
bezpieczna zywnos¢” Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego nr 05-

1/KNOW2/2015.

MERYTORYCZNA ANALIZA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

Procesy rozrodcze samic ssakéw s3 regulowane poprzez system
oddzialywan hormonalnych, ws$réd ktorych zasadniczg role odgrywa o$
podwzgdrzowo-przysadkowo-jajnikowa. Produkowane lokalnie w jajniku
hormony steroidowe, czyli estradiol 1 progesteron, wplywaja na
funkcjonowanie podwzgdrza i przysadki moézgowej na zasadzie sprzezen
zwrotnych, ale takze reguluja procesy zachodzace w zenskim ukladzie
rozrodczym. W przedlozonej dysertacji Doktorantka podjeta sie kontynuacji
badan, prowadzonych dotychczas w macierzystym Zakladzie, nad rolg
progesteronu i mechanizmem jego dziatania w ukladzie rodnym krowy.
Hormon ten dzigki swojemu wielokierunkowemu dziataniu uczestniczy w
regulacji cyklu plciowego, jak réwniez w ustaleniu oraz utrzymaniu cigzy. o), Gronosteiowa 9

Poczgtkowo zrédlem progesteronu jest cialko zolte, ktore u niektérych 0.387 Kraké
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caly okres ciazy, natomiast w innych przypadkach produkcje progesteronu
przejmuje tozysko. Lozysko stanowi zarowno miejsce syntezy, jak i dzialania
progesteronu, o czym $wiadezy obecnosé jego receptoréw w tym narzadzie.
Dotychczas wykazano ekspresje jgdrowych 1 blonowych receptorow
progesteronu typu PGRMC w lozysku ssakédw, jednakie nie sg do konca
poznane czynniki wplywajace na ich ekspresje. Niektére badania wskazujg na
mozliwy wptyw steroidow oraz uwalnianych w trakcie cigzy cytokin i
czynnikéw wzrostu, ktoére biorg udzial w regulacji matczynego ukladu
immunologicznego, implantacji zarodka oraz pobudzaniu wzrostu i
réznicowania tozyska. Sklania to niewatpliwie do poglebiania wiedzy w tym
zakresie.

W ostatnich latach udowodniono, ze klasyczny mechanizm dziatania
progesteronu poprzez receptory jadrowe nie wyjasnia wszystkich efektow
wywolywanych przez ten hormon w komorkach docelowych. Wykazanie
mozliwosci wywierania przez progesteron szybkiego pozagenomowego
dzialania w tkankach uktadu rozrodczego samic ssakéw oraz odkrycie
btonowych receptorow progesteronu (PGRMC i mPR) uzasadnia potrzebe

prowadzenia badan w celu okreslenia rzeczywistego mechanizmu dziatania

progesteronu, warunkowanego prawdopodobnie poprzez mikrosrodowisko
danej tkanki oraz lokalnie wydzielane czynniki. Zatem uwazam, ze podjete w
ramach niniejszej pracy doktorskiej badania dotyczace wykazania ekspresji
mRNA blonowych receptorow progesteronu oraz ich lokalizacji w lozysku
krowy, a takze okreSlenie czynnikow regulujacych ekspresje blonowych
receptorow progesteronu w tozysku sg niezwykle interesujace i merytorycznie
uzasadnione. Podjeta tematyka wykazuje cechy nowatorskie, a uzyskane
wyniki moga przyczynié sie¢ do poszerzenia aktualnego stanu wiedzy na temat
zlozono$ci dzialania progesteronu w lozysku oraz wyjasnienia mechanizmu

kontrolujgcego procesy fizjologiczne i patologiczne zachodzace w tozysku.

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska Pani Karoliny Dobrzyn zostata
przygotowana bardzo skrupulatnie i precyzyjnie pod wzgledem edytorskim i
graficznym. Nalezy podkresli¢, ze zamieszczone schematy wiasne obrazujgce
drogi dzialania progesteronu oraz podsumowujgce uzyskane wyniki sg
niezwykle cennym wzbogaceniem pracy oraz ulatwiajg podazanie za tresciag
pracy.

Na 21 stronach Wstepu, Dokiorantka w sposéb przejrzysty i zwigzly
przedstawiata synteze progesteronu w jajniku, jego funkcje w ukladzie
rozrodczym samicy, a takze mozliwe mechanizmy dzialania w komorkach

docelowych. Rzeczowo opisata klasyczny genomowy mechanizm dzialania



oraz scharakteryzowala izoformy jadrowego receptora progesteronu. W tym
rozdziale Pani Karolina Dobrzyn dokonata takze przegladu pi$miennictwa
dotyczgeego akiuvainego stanu wiedzy na temat pozagenomowego dziatania
progesteronu w tkankach zenskiego ukladu rozrodczego, przedstawiajac
charakterystyke dwoch grup receptoréw blonowych (PGRM i1 mPR), co
uzasadnia konieczno$¢ podjgcia badan w tym kierunku. Na koniec tej czesci
Doktorantka syntetycznie opisala budowe lozyska, z uwzglednieniem lozyska
krowy, oraz jego funkcje wydzielniczg. W mojej opinii, wszystkie zagadnienia
poruszane we Wstepie zostaly przedstawione wyczerpujaco. Swiadezy to o
dobrym zapoznaniu si¢ Doktorantki z zakresem omawianej tematyki oraz
umiejetnosci doboru i selekeji wlasciwego pismiennictwa. Z obowiazku
recenzenta musze zwrdcié uwage na dwa aspekty sygnalizowane we Wstepie.
Po pierwsze, na stronie 10 (podrozdziat 2.1. Symteza progesteronu)
Doktorantka wymienia lipoproteiny o niskie] gestosci oraz estry cholesterolu
zmagazynowane w kroplach lipidowych jako gléwne Zrddla cholesterolu w
syntezie progesteronu. Nalezatoby tutaj rowniez wspomnie¢ o mozliwosci
syntezy de novo z octanéw. Po drugie, w tym samym podrozdziale na stronie
11  Doktorantka pisze o przeksztalceniu progesteronu w  17q-
hydroksyprogesteron przy udziale enzymu CYP17, ktéry posiada aktywnosé
17a-hydroksylazy. Enzym ten wykazuje takze aktywnos¢ 17,20-liazy, stad jego
pelna nazwa brzmi 17a-hydroksylaza/17,20-liaza.

Hipoteza badawcza pracy zostala sformulowana poprawnie 1 zaktada
udzial progesteronu w regulacji funkcji lozyska krowy poprzez aktywacje
receptorow blonowych, ktorych ekspresja jest regulowana poprzez czynniki
produkowane lokalnie w macicy 1 fozysku. Doktorantka postawita sobie bardzo
jasne i ambitne cele zmierzajace do weryfikacji hipotezy badawczej. Polegaly
one na okresleniu ekspresji mRNA dla blonowych receptorow progesteronu
oraz ich immunolokalizacji w lozysku krowy w drugim trymestrze cigzy, a
takze wskazaniu czynnikow (steroidow, cytokin, czynnikéw wzrostu)
biorgcych udzial w regulacji ich ekspresji. Pani mgr Dobrzyn postawita sobie
takze za cel zdefiniowanie odpowiedzi komorek tozyska krowy w zaleznosci
od ich genomowego lub pozagenomowego pobudzenia. Na podkreslenie
zastuguje fakt, ze sa to pierwsze badania dazace do pelnego wyjasnienia
mechanizmu dzialania progesteronu w lozysku krowy, co niewatpliwie moze
przyczynic sie do zrozumieniu podtoza zmian fizjologicznych i patologicznych
zachodzacych w ciazy u bydta.

Material i Metody zostaly opisane na 11 stronach manuskryptu. Rozdziat
ten zawiera doktadng charakterystyke materiatu badawczego, uzasadnienie
wykorzystania tozysk krowy z drugiego trymestru cigzy, opis preparatyki



skrawkow placentoméw, endometrium 1 kosmowki gladkiej, a takze
precyzyjny opis przebiegu poszczegolnych doswiadczen. Doktorantka
zastosowata model badawczy, opracowany uprzednio w Zakladzie Fizjologii 1
Toksykologii Rozrodu IRZiBZ PAN, polegajacy na inkubacji skrawkow
placentomoéw umozliwiajgcej badanie funkeji lozyska in virro. Warto
podkresli¢, iz jest to model fizjologiczny, ale jednoczesnie wymagajacy
zapewnienia optymalnych warunkéw, co dowodzi niewatpliwie ogromu pracy
wlozonej w przeprowadzenie zaplanowanych doswiadczen. Oprocz
opanowania metodyki hodowli in vitro, Doktorantka wykazala sie znajomoscia
metody real-time PCR, immunohistochemii oraz metody
immunoenzymatycznej. Wedtug mojej oceny, sg to narzedzia wystarczajgce do
weryfikacji postawionej hipotezy badawczej. Jednakze zabraklo mi
wykorzystania metody Western blot do okreslenia ekspresji biatka receptoréw
blonowych PGRMC 1 mPR w skrawkach endometrium, kosmowki gradkiej i
placentoméw, co moim zdaniem powinno zosta¢ uzupelnione podczas
przygotowywania publikacji do druku. Na pochwate zastluguje
przeprowadzenie testowania genu referencyjnego i wykazanie najwickszej
stabilnodci GAPDH w tozysku krowy. Daoktorantka data sie w ten sposob
pozna¢ jako rzetelny mlody naukowiec stosujacy zasady dobrej praktyki
laboratoryjne;j.

Wyniki zamieszczono na 20 stronach manuskryptu. Rozdzial ten jest w
wigkszosei czytelny 1 zawiera precyzyjny opis uzyskanych wynikow.
Graficzna dokumentacja w postaci wykresow jest prawidtowa. Doktorantka
podsumowala dodatkowo otrzymane rezultaty na wspolnym schemacie (Ryc.
29, strona 70), ktéry pozwala catoSciowo spojrze¢ na uzyskane wyniki. Moja
uwaga dotyczy braku wyrazenia ,,mRNA” w opisie osi Y na Ryc. 10 A, BiC
(strona 43), a takze w samym opisie ryciny. Dodatkowo, mozna rozwazyé
przeredagowanie Ryc. 11 i 12 podczas przygotowywania publikacji i
wprowadzi¢ oznaczenia poszczegOlnych struktur w tkance, a pozytywna
reakcje zaznaczy¢ strzalkami w jednym kolorze, zamiast uzycia pieciu
réznych.

Dyskusja zostal przeprowadzona na 8 stronach manuskryptu w sposéb
bardzo rzeczowy i skrupulatny. Biorac pod uwage, Zze sposréd badanych
czynnikéw jedynie progesteron, estradiol, czynnik martwicy nowotworu o, oraz
transformujacy czynnik wzrostu B wykazaly wplyw na ekspresje receptoréw
typu mPR, przedstawiona interpretacja wynikow jest logiczna 1 nie budzi
watpliwosci, a konkluzje wskazujg na zlozonoé¢ proceséw regulacyjnych i

synergistyczne dziatanie wielu czynnikéw.




Rozprawe konczy 6 Wnioskéw, ktére s3 poprawne i wynikajg z
otrzymanych rezultatow, z wyjatkiem wniosku 2 (strona 71), ktéry powinien
zosta¢ przeredagowany. Ekspresja bialek dia bilonowych receptoréw
progesteronu w tozysku krowy nie zostata potwierdzona metoda Western blot,
a jedynie przeprowadzono ich lokalizacje. Stad poprawne bedzie uzycie slowa
lokalizacja” zamiast ,.ekspresja” biatek.

PYTANIA IUWAGI

I. W pracy wykorzystano macice cigzarnych krow pobrane bezposrednio
po uboju. Czy przeprowadzone badania wymagaty zgody Lokalnej
Komisji Etycznej do Spraw Doswiadczen na Zwierzetach?

2. Czy przeciwciala pierwszorzedowe uzyte w immunohistochemii byty
specyficzne dla krowy? Czy byla przeprowadzona walidacja
przeciweial na tkankach krowich metoda Western blot? Prosze
Doktorantke o wyjasnienie tej kwestii.

3. Na stronie 41 (wersy 3 i 4 od géry) Doktorantka pisze, ze w kontrolach
negatywnych  barwienia immunohistochemicznego przeciwciala
pierwszorzedowe zastgpiono surowica konska. Pragne zwroci¢ uwage,
ze lepszg kontrolg negatywng byloby zastosowanie nieimmunizowanej
surowicy pochodzacej od gatunku zwierzecia, od ktérego pochodzi
przeciwciéﬁo pierwszorzedowe.

4. Analiza statystyczna uzyskanych wynikow zostala przeprowadzona z
uzyciem jednoczynnikowe] analizy wariancji ANOVA oraz testu post-
hoc Duncana. Zdecydowanie brakuje szczegétowego wyjasnienia na
jakiej podstawie wybrano ten test. Prosze o uzupetnienie tych
informacji. Al

5. Chciatabym pozna¢ zdanie Doktorantki na temat mozliwosei
zaplanowania dalszych badan w celu wyjasnienia proponowanego
kompleksowego dzialania czynnikéw regulujgcych  ekspresje
receptoroOw blonowych progesteronu w lozysku krowy. Jakie metody
badawcze moglyby byé zastosowane, aby wyjasnié ztozono$é tej
regulacji?

6. Drobne bledy redakeyjne i stylistyczne: strona 13 (16 wers od gory):
cytacja Druckman 2005 powinna brzmieé Druckman i Druckman 20035,
strona 27 (3 wers od dolu): powinno byé ,siarczan
dehydroepiandrosteronu™; strona 28 (1 wers od gbry). powinno byé
»siarczan hydroksydehydroepiandrosteronu”; strona 63 (wers 18 od
gory): powinno by¢ Wojciechowska i wsp. 2017.



PODSUMOWANIE

Rozprawe doktorska Pani mgr Karoliny Dobrzyn oceniam pozytywnie. Za
najwazniejsze jej osiagnigcia uznaj¢: (1) wykazanie po raz pierwszy ekspresji
mRNA dla blonowych receptorow progesteronu PGRMC1, PGRMC2, mPRa.,
mPRpP 1 mPRy oraz ich immuniokalizacje w ikance endomeinium, kosmOowkl
gladkiej i placentomow tozyska krowy w drugim trymestrze cigzy, co wskazuje
na mozliwosé pozagenomowego oddziatywania progesteronu; (2) wykazanie
wplywu progesteronu, estradiolu, czynnika martwicy nowotworu o oraz
transformujgcego czynnika wzrostu [ na ekspresje jedynie receptordw
bonowych typu mPR, co $wiadczy o zlozonosci regulacji ekspresji blonowych
receptor6w progesteronu w komorkach lozyska krowy poprzez hormony i

czynniki produkowane w czasie cigzy.

Recenzowana dysertacja stanowi wartosciowe dzielo naukowe o
znaczacym wkladzie w poszerzenie dotychczasowego stanu wiedzy na temat
molekularnych mechanizméw dzialania progesteronu w lozysku na modelu
krowy. Uzyskane wyniki sg oryginalne i z pewno$cig stanowia doskonaly
punkt wyjécia do dalszych badan. Pragng zaznaczy¢, ze przedstawione przeze
mnie uwagi 1 pytania nie umniejszajg wartosci merytorycznej pracy i wynikajg
jedynie z ciekawosci oraz obowigzku recenzenta.

WNIOSEK KONCOWY

Stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Karoliny
Dobrzyn pt. "Regulacja ekspresji blonowych receptorow progesteronu oraz ich
funkcja w tozysku krowy™ spelnia wszystkie wymagania okreslone w artykule
13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. z 2016 r. poz. 882 z p6zn. zm.) stawiane pracom doktorskim i w
zwiazku z powyzszym zwracam sie do Wysokiej Rady Naukowej
dyscypliny zootechnika i rybactwo Instytutu Rozrodu Zwierzat i Badan
Zywnosci PAN w Olsztynie z wnioskiem o dopuszczenie Pani mgr
Karoliny Dobrzyn do dalszych etapow przewodu doktorskiego.




