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RECENZJA
pracy doktorskiej Pani mgr inz. Anny Woéjtowicz
pt.: The effect of Th1 and Th2 cell subsets and their
mediators on the processes associated with the
development of fibrosis in the progression of
endometrosis in the mare

Praca doktorska zostata wykonana pod kierunkiem naukowym
promotora Pani dr hab. Anny Szdstek-Mioduchowskiej
w Instytucie Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci PAN
w Olsztynie. Praca zostata realizowana w ramach projektu
2019/35/D/NZ9/02989 pt.. Oddziatywanie limfocytdw
pomocniczych z fibroblastami endometrium w procesach
zwigzanych z rozwojem endometrosis u klaczy finansowanego
przez Narodowe Centrum Nauki, ktdrego kierownikiem jest Pani
dr hab. Anna Széstek-Mioduchowska. Podstawe formalna
wykonania recenzji stanowi uchwata Rady Naukowej Instytutu
Rozrodu Zwierzat i Badar Zywnosci PAN w Olsztynie z dnia 17
pazdziernika 2024 r.

Ogodlna charakterystyka pracy doktorskiej

Rozprawa doktorska Pani mgr inz. Anny Wojtowicz stanowi prace
pisemng przygotowana w formie monografii naukowej w jezyku
angielskim ktora liczy tacznie 305 stron druku. Praca doktorska
zastata przygotowana bardzo starannie zaréwno w czesci
gtéwnej liczacej 172 strony jak i czesci uzupetniajacej liczacej
132 strony.

L)
]
SGeW

81
“6\4

| | ¢ Did 3

| %" g
1 LZDZS 002 | | w*v,y
i Shaul iy

&’.



e
\&*

k’
SZKOEA GEOWNA ¥
GOSPODARSTWA X
WIEJSKIEGO Y

Czeéé gtdwna pracy zostata przygotowana wedtug klasycznego ukfadu
uwzgledniajacego streszczenia, wykaz skrétéw, wstep, jasne hipotezy badawcze, dobrze
uzasadnione cele pracy, obszerny opis materiatéw i metod, réwnie obszerng prezentacje
wynikéw, dyskusje, podsumowanie wynikéw, wnioski i wykaz cytowanej literatury. Na
uwage zastuguje bardzo dobrze zaplanowany projekt doswiadczenia, ktéry zostat
konsekwentnie opisany w rozdziatach materiaty i metody oraz wyniki w odniesieniu do
trzech zadan badawczych (ocene proporcji limfocytéw pomocniczych (Th1 i Th2)
i ekspresje wybranych cytokin w endometrium objetym endometroza, oceng wptywu
sekretomu limfocytéw pomocniczych na fibroblasty uzyskane z endometrium klaczy
oraz oceng wptywu wybranych cytokin na funkcje i profil transkrypcyjny fibroblastow
uzyskanych z endometrium klaczy) zawierajacych odpowiednio dwa lub trzy dobrze
zaplanowane eksperymenty.

Czesé uzupetniajaca zostata przygotowana w formie dziewigciu obszernych tabel
charakteryzujacych szczegdtowo zbiory danych, ekspresje gendw oraz geny ulegajace
zréznicowane] ekspresji w wybranych eksperymentach drugiego i trzeciego zadania
badawczego.

Ogdlna wiedza teoretyczna w dyscyplinie zootechnika i rybactwo

Zrozumienie przyczyn endometrozy umozliwiajace wprowadzenie bezpiecznego
i skutecznego leczenia moze wydatnie przyczyni¢ sie do wzrostu tempa postepu
hodowlanego poprzez umozliwienie efektywnego rozmnazania starszych klaczy. Z tego
wzgledu temat podjetych badan jest interesujacy z poznawczego punktu widzenia,
ajego kontynuacja moze mieé istotne znaczenie aplikacyjne. Zagadnienia poruszone
w pracy doktorskiej dobrze opisujg problemy zwigzane zpoznaniem patogenezy
endometrozy, a szerzej opisana rola komdrek zapalnych w regulacji witdknienia
endometrium wydaje sie kluczowa dla planowania dalszych badan nad potencjalnymi
metodamileczenia.

We wstepie Autorka opisuje zmiany w endometrium zwigzane z endometroza,
uwzgledniajac ztozonos$é mechanizmdw zwigzanych z rozwojem procesu wtdknienia.
Wstep zawiera réwniez przeglad aktualnej wiedzy na temat udziatu komdrek zapalnych,
przede wszystkim limfocytéw pomocniczych, w patogenezie endometrozy. Autorka
podkreslona role przekaznictwa cytokinowego, zwtaszcza zwigzanego z interferonem y
(IFN-y) oraz interleukinami 4 i 13 (IL-4 i IL-13), w regulacji funkcji komodrek
endometrium i wtdknienia macierze zewnatrzkomorkowej. Przedstawione we wstepie
zagadnienia pozwalajg na zrozumienie problematyki badar, uwidaczniajac luki
w aktualnym stanie wiedzy na temat roli limfocytéw pomocniczych w patogenezie
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endometrozy, ktére nastepnie Autorka stara si¢ wypetni¢ realizujac zaplanowane
zadania badawcze.

W pracy doktorskiej Autorka cytuje 254 pozycje literaturowe, z ktdrych ponad
potowa (136 pozycje) zostaty opublikowane w ciggu ostatnich 10 lat w renomowanych
czasopismach o zasiegu miedzynarodowym. Dobdr pismiennictwa, cytowanego zaréwno
w rozdziatach wstep i dyskusja, jak réwniez w rozdziale materiaty i metody, wskazuje na
bardzo dobra wiedze teoretyczng Autorki oraz systematyczne przygotowanie do
realizacji zadan badawczych.

Uwazam, ze praca doktorska bardzo dobrze prezentuje ogdlng wiedze
teoretyczna Pani mgr inz. Anny Wéjtowicz w dyscyplinie zootechnika i rybactwo.

Umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej

W pracy doktorskiej Autorka zaproponowata ztozony projekt doswiadczenia
wykorzystujacy zréznicowana metodologie w tym: cytometrie przeptywowa, hodowle
komérkowa, Western Blot, ELISA, PCR, NGS, zymografie i barwienie
immunofluorescencyjne. Wachlarz zastosowanych metod swiadczy o bardzo dobrej
znajomosci technik laboratoryjnych oraz swiadomosci zalet i ograniczen wynikajacych
z zastosowania réznych metod oznaczania aktywnosci biologicznej. Wtasciwy dobdr
materiatéw i metod do proponowanych celdw pracy wskazuje na umiejetnosc
zastosowania wiedzy teoretycznej w praktyce oraz bardzo dobre przygotowanie
warsztatu doswiadczalnego. Szerokie zastosowanie technik hodowli komorkowe;j
i biologii molekularnej wskazuje na nowoczesny warsztat metodyczny Autorki i zespotu
badawczego, umozliwiajacy weryfikacje stawianych hipotez.

Warto jednak zwrdcié uwage na pewne uproszczenia zastosowane w CzgSci
projektu dos$wiadczenia w celu zmniejszenia liczby analizowanych prébek. Autorka
pobierata fibroblasty do hodowli komdrkowej w fazie pecherzykowej, chociaz w wielu
badaniach zwigzane z witdknieniem zmiany w metabolizmie komdrek endometrium
stwierdzano réwniez w fazie lutealnej. Dodatkowo, podczas hodowli komdrkowej
Autorka nie zastosowano dodatku hormondw jajnikowych, przez co zatrzymana zostata
stymulacja estrogenowa fibroblastéw, co mogto zmieni¢ efekt dziatania cytokin
produkowanych przez limfocyty pomocnicze. Analogicznie w hodowli komdrkowe;
Autorka wykorzystata fibroblasty pochodzace z endometrium sklasyfikowanego do
kategorii | i IIB wedtug Kenney'a and Doiga uzasadniajac swoj wybdr wynikami
wczesniejszych badan, w ktérych zmiany transkryptomiczne w endometrium byty
najsilniej wyrazone w kategorii IIB. Ze wzgledu na ztozong regulacjg witdknienia
endometrium, ktdra niewatpliwie zmienia sie wraz z progresja endometrozy -
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w zaleznosci od funkcji komérek endometrium, gestosci tkanki i sktadu macierzy
zewnatrzkomdrkowej - warto bytoby uwzgledni¢ wptyw limfocytéw pomocniczych
i produkowanych przez nie przekaznikéw na endometrium w réznym stadium nasilenia
endometrozy. Jednak sposéb prowadzenia dyskusji przekonuje, ze wtasnie taki kierunek
badan obierze Autorka w swojej dalszej samodzielnej pracy naukowe;.

Zakoriczenie rozdziatu dyskusja zwigeztym wskazaniem dalszych kierunkéw badan
nad rola limfocytéw pomocniczych Th1 i IFN-y w progresji widknienia endometrium oraz
przeciwciat anty IL-4 i IL-13 w celowanej terapii doswiadczalnej dodatkowo podkresla
dojrzato$é naukowa Autorki i odpowiedni poziom przygotowania do kontynuowania
badar naukowych. Uwazam, ze praca doktorska jednoznacznie wykazuje umiejetnosc
samodzielnego prowadzenia pracy naukowej przez Panig mgr inz. Anng Wojtowicz,
a zaprezentowany warsztat badawczy nalezy ocenic¢ bardzo pozytywnie.

Problem naukowy, jego sformutowanie i oryginalne rozwigzanie

W recenzowanej pracy doktorskiej na podkreslenie i docenienie zastuguje scisty zwigzek
miedzy prezentowanym aktualnym stanem wiedzy, wynikajagcymi z niego hipotezami
badawczymi oraz przejrzystym celem pracy. Autorka prezentuje oryginalne rozwigzanie
sformutowanego  problemu naukowego poparte wynikami badari  wiasnych
zaprezentowanymi w przejrzysty sposdb na 46 rycinach. Bogate wyniki, obejmujace
ocene behawioru biologicznego komdrek, transkrypcji gendw, jak i produkcji biatek,
pozwalaja na dobre zrozumienie zakresu oddziatywania limfocytéw pomocniczych
i produkowanych przez nie cytokin na fibroblasty znajdujgce sig w endometrium.
W pracy doktorskiej nalezy doceni¢ kompleksowa i wyczerpujaca interpretacje wynikow
uzyskanych w bardzo ztozonym i zaawansowanym uktadzie doswiadczalnym.

W rozdziale dyskusja, Autorka bardzo dobrze polemizuje z innymi autorami
zajmujacymi sie patogeneza endometrozy, a w szczegolnosci rola komorek zapalnych
w transformacji  fibroblastéw i progresji zmian zachodzacych w macierzy
zewnatrzkomdrkowej. Polemika oraz uwagi wtasne Autorki przedstawione w tej czesci
pracy doktorskiej nadajg dodatkowego waloru naukowego i tak wysoko ocenionej pracy.
Jednak mato wyczerpujgce omdwienie wptywu limfocytéw pomocniczych na interakcje
komdrek endometrium z elementami macierzy zewnatrzkomdrkowej pozostawia
pewien niedosyt. Uzyskane bardzo bogate wyniki uprawniaja Autorke réwniez do
szerszego omowienia interakcji pomiedzy komdrkami endometrium - limfocytami
pomocniczymi i fibroblastami - co mam nadzieje z przyjemnoscia przeczytac
w kolejnych publikacjach Autorki.

Whioski zostaty sformutowane prawidtowo, chociaz Autorka mogtaby rozwazyd

podkreslenie, braku zmian liczby limfocytéw Th2, proporcji migdzy limfocytami Th2
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i Th1, a takze ekspresji IFN-y, IL-4, i IL-13 i ich receptoréw IFN-yR1, IL-4RA i IL-13RA
w endometrium klaczy wraz z nasileniem endometrozy. Wniosek taki bytby bardziej
spéjny z pierwszym celem pracy. Trzeci wniosek pracy doktorskiej, zgodnie z ktorym
w fibroblastach pochodzacych z endometrium kategorii | i 1B IL-4 zwigksza proliferacje
komdrek i wptywa na przebudowe macierzy zewnatrzkomdrkowej poprzez zwigkszenie
ilodci fibronektyny i kolagenu typu 3 oraz zmniejszenie ekspresji i aktywnosci MMP
i TIMP, wyznacza dalszy kierunek badan, ktéry nie zostat omdwiony w dyskusji. Warto
bytoby rozwazyd szerzej, ktére MMP i TIMP sg regulowane i jakie sktadniki macierzy
zewnatrzkomorkowej sa dla nich docelowe - na ktére MMP dziatajg poszczegdine
zmienione TIMP i jakie sktadniki macierzy zewnatrzkomdrkowej sa nastgpnie rozktadane
przez zmienione MMP. Takie badania pozwolg lepiej oceni¢ wptyw limfocytow
pomochniczych na strukture macierzy zewnatrzkomdrkowej, a nastgpnie wptyw macierzy
na strukture, funkcje i wzajemne interakcje migedzy komdrkami endometrium. Piaty
wniosek pracy doktorskiej, zgodnie z ktérym rézne reakcje fibroblastéw pochodzacych
z endometrium kategorii | i IIB na badane cytokiny moga wynika¢ z roznic
w przekaznictwie wewnatrzkomadrkowym lub mikrosrodowisku komérkowym, a takze
adaptacji fibroblastéw do zmian powodowanych nadmierng produkcjg macierzy
zewnatrzkomaorkowej, wymaga szerszego omowienia. W dalszych badaniach warto
uwzgledni¢ takie zmienne jak gestos¢ i uwodnienie macierzy zewnatrzkomoérkowe;,
ktére nie sg brane pod uwage w hodowlach komdrkowych. Standardowe hodowle
komdrkowe, ani nawet zastosowane w pracy doktorskiej hodowle na krazkach
kolagenowych, nie odwzorowuja idealnie warunkdéw in vivo, ktére moga wptywac na
funkcje komdrek endometrium - w tym adaptacje do zwiekszonego dziatania sit
mechanicznych, zaburzenia migracji komdrek i tempo dyfuzji substancji odzywczych
i czasteczek sygnatowych, aco za tym idzie stopien wymiany informacji pomiedzy
poszczegdlnymi  komdrkami  endometrium. Pojedyncze drobne btedy, takie jak
niewtasciwe cytowanie (Fig. 10C, str. 62) i podpisanie (Fig. 54, str. 119) rycin czy brak
rozwiniecia skrotu w tekscie (TIMP, str. 20), w zaden sposdb nie umniejszajg wartosci
pracy.

Niezaleznie od powyzszych uwag, za najwazniejsze osiagnigcie pracy doktorskiej
uznaje wykazanie wptywu IFN-y, IL-4, i IL-13 na fibroblasty z endometrium klaczy
w kontekscie procesu widknienia i endometrozy. Osiagniecie to zostato poparte analizg
transkryptomiczng, proteomiczna i funkcjonalna, zapewniajac rzetelnos¢ obserwacji
oraz kierunkujac dalsze badania nad rolg komdrek zapalnych i produkowanych przez nie
cytokin w patogenezie endometrozy. Uwazam, ze praca doktorska stanowi oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego, ktdre nalezy oceni¢ wysoce pozytywnie.
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Whiosek koncowy

Uwazam, ze praca doktorska Pani mgr inz. Anny Wéjtowicz pt.: The effect of Th1 and
Th2 cell subsets and their mediators on the processes associated with the
development of fibrosis in the progression of endometrosis in the mare spetnia warunki
stawiane rozprawom doktorskim okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r.
Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce (Dz. U. z 2023 r. poz. 742 ze zm.). Dlatego tez
pozytywnie opiniuje prace doktorska iprzedktadam wniosek do Rady Naukowej
Instytutu Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci PAN w Olsztynie o dopuszczenie Pani mgr
inz. Anny Wdéjtowicz do dalszych etapéw postgpowania w sprawie nadania stopnia
naukowego doktora.

Niewatpliwie praca doktorska Pani mgr inz. Anny Wojtowicz wyroznia sig
oryginalnoscia, ztozonoscia, a zarazem komplementarnoscia metodyki badan oraz
wysokim stopniem jej opanowania przez kandydata. Recenzowana praca doktorska
z cata pewnoscig przyczynia sie do lepszego zrozumienia proceséw zachodzacych
w endometrium w przebiegu endometrozy, zwtaszcza w kontekscie roli komorek
zapalnych. Zastosowana metodyka i szerokie mozliwosci oceny wptywu biologicznego
badanych komdrek i cytokin kaza z nadzieja patrze¢ w przysztos¢ na nadchodzace
badania nad patogeneza endometrozy oraz bezpiecznym i skutecznoscig jej
potencjalnego leczenia. Dlatego tez przedktadam do Rady Naukowej Instytutu Rozrodu
Zwierzat iBadan Zywnosci PAN w Olsztynie wniosek o wyrdznienie rozprawy
doktorskie;.

dr hab. Matgorzata Domino, prof. uczelni




