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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIE]
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”

Recenzja zostata przygotowana na wniosek Rady Naukowej Instytutu Rozrodu Zwierzat i Badan
Zywnosci Polskiej Akademii Nauk w Olsztynie, przedstawiony w piSmie Pana Dyrektora prof. dr. hab.
Mariusza Piskuty czt. koresp. PAN z dnia 29 pazdziernika 2024 r.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr inz. Anny Wéjtowicz pt. , The effect of Th1l
and Th2 cell subsets and their mediators on the processes associated with the development of fibrosis in
the progression of endometrosis in the mare” zostata wykonana pod opieka naukowa Promotor, Pani
dr hab. Anny Szo6stek-Mioduchowskiej, w Zespole Immunologii i Patologii Rozrodu, Instytutu Rozrodu
Zwierzat i Badan Zywnos$ci PAN w Olsztynie. Badania zostaly zrealizowane w oparciu o projekt
SONATA15 2019/35/D/NZ9/02989 finansowany przez Narodowe Centrum Nauki.

Przedtozona do oceny rozprawa doktorska ma forme pracy pisemnej, napisanej w jezyku
angielskim o 13cznej dlugosci tekstu obejmujacej 305 stron maszynopisu. Pierwsze 172 strony
charakteryzujg sie klasycznym dla tego typu opracowan uktadem, ze strona tytulows, spisem tresci,
streszczeniami w jezykach angielskim i polskim, lista uzytych skrétowcdéw oraz nastgpujgcymi
rozdziatami: wstep z obszernym przegladem pi$miennictwa, hipotezy badawcze, cele badawcze, materiaty
i metody, wyniki, dyskusja, podsumowanie wynikéw, wnioski i bibliografia. Na potrzeby ilustracji tresci
i prezentacji wynikéw przygotowano 55 staranie wykonanych, czytelnych, poprawnie opisanych rycin,
prezentujgcych rézne typy wykresow wraz z statystyczng istotno$ciag obserwowanych réznic a takze
schematy, zdjecia dokumentujgce rozdzialy elektroforetyczne, barwienia  histochemiczne

i immunofluorescencyjne oraz wyniki testow funkcjonalnych takich jak test migracji komérkowej, czy test

1



skurczu zelu kolagenowego. Ryciny te, nie tylko prawidtowo dokumentujg uzyskane wyniki i podnosza
wizualng atrakcyjno$¢ pracy, ale takze utatwiajg czytelnikowi poréwnywanie réznych danych
i zrozumienie ztozonych informacji, takich jak np. przebieg zastosowanych procedur badawczych.
Pidmiennictwo uwzglednia 254 aktualne i trafnie dobrane tematycznie pozycje oryginalne badz
przegladowe, stanowigce osiggniecia autorow zagranicznych i krajowych. Koicowe 132 strony rozprawy
stanowig suplement, w ktorym w 9 tabelach scharakteryzowano parametry opisujace ilo$¢ i jakos¢
uzyskanych odczytow oraz skuteczno$¢ ich mapowania wzgledem sekwencji referencyjnej (Equus caballus
3.0) po sekwencjonowaniu poszczegélnych bibliotek NGS, a takze zaprezentowano kompletne listy genow
o zréznicowanej ekspresji (DEGs) w fibroblastach po stymulacji wraz z warto$ciami krotnosci ekspresji
i statystycznej istotno$ci wynikéw uzyskanych w poszczegdlnych eksperymentach. Od strony formalnej

i jezykowej oceniana rozprawa doktorska nie budzi zastrzezen.
Ocena merytoryczna pracy

Prawidlowy rozréd jest podstawowym warunkiem istnienia kazdego gatunku zwierzat.
W przypadku konia domowego, choroby endometrium s3 czesta przyczyng nieptodnosci u klaczy i jednym
z gtéwnych aspektéw wptywajacych na optacalno$¢ hodowli. Obejmuja one rézne formy endometrosis
i endometritis, zaburzenia réznicowania tkanki gruczotowej oraz angioze. Bedace przedmiotem dysertacji
endometrosis to przewlekte i degenerujace zapalenie btony $luzowej macicy u klaczy, charakteryzujace
sie postepujacym nagromadzeniem sktadnikéw macierzy pozakomérkowej i w konsekwencji rozwojem
witéknienia, zaburzajgcego prawidtowag strukture i funkcje endometrium. Pomimo postepow
poczynionych w ostatnich latach, etiologia i mechanizmy zwigzane z patogeneza endometrosis sg nadal
stosunkowo stabo poznane, diagnostyka opiera sie o inwazyjne i pracochtonne badania histopatologiczne
biopsji endometrium, za$ dostepne metody terapeutyczne sg czesto mato skuteczne. Ponadto
obserwowana niska warto$¢ parametru odziedziczalnosci dla cech zwigzanych 2z rozrodem
i zdrowotnoscia powoduje nieskuteczno$¢ klasycznych metod genetyki cech iloSciowych w zakresie
poprawy tych cech. Konieczna jest wiec intensyfikacja badan podstawowych nad molekularnymi
uwarunkowaniami proceséw zwigzanych z przebiegiem endometrosis. Nowa wiedza na temat
potencjalnych markeréow diagnostycznych, zmian w przebiegu réznicowania komdrkowego i funkcji
wydzielniczych komoérek endometrium oraz udziatu mechanizméw immunologicznych, pomoze
rozszyfrowac patogeneze endometrosis i przyczyni sie do rozwoju nowych metod leczenia. Przedstawiona
do oceny praca doktorska, doskonale wpisuje sie w ten nurt, obierajgc za swoéj przedmiot analize
subpopulacji limfocytéw pomocniczych Thl i Th2 oraz ich mediatoréw na procesy zwigzane z rozwojem
witéknienia w przebiegu tego schorzenia. Podjeta przez Doktorantke tematyka jest w petni uzasadniona
i stanowi logiczng kontynuacje i rozszerzenie wcze$niejszych prac realizowanych przez Promotora pracy

i zesp6t badawczy w ktorym praca byta realizowana.

Rozdziat pierwszy ,Introduction”, ktory peini role wstepu i przeglagdu piSmiennictwa, zostat
w mojej opinii zredagowany prawidtowo. W spos6b syntetyczny ale jednocze$nie wszechstronny

i wyczerpujacy, Autorka zapoznaje czytelnika z problematyka endometrosis u klaczy i aktualnym stanem
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wiedzy na temat etiologii i patogenezy tego schorzenia. Szczegétowy opis znaczenia subpopulacji
limfocytéw pomocniczych i wydzielanych przez nie cytokin w patogenezie réznych chor6b zwigzanych z
widknieniem u ludzi i w mysich modelach tych schorzen, skutecznie uwidacznia luke w wiedzy w tym

zakresie, u konia domowego w kontekscie zapalenia endometrium.

Cele i hipotezy pracy zostaty sformutowane poprawnie. Hipotezy weryfikowano realizujac 3

zadania badawcze.

Strona metodyczna dysertacji jest z jednej strony imponujgco wyrafinowana a z drugiej wybrana
adekwatnie do postawionych celéw i realizowanych zadain badawczych. Jako materiat badawczy
wykorzystano skrawki endometrium klasyfikowane do 4 Kkategorii (wg Kenneya i Doiga, 1986)
odzwierciedlajacych stopien nasilenia zmian histopatologicznych w btonie $luzowej macicy, ktore byty
pobierane od klaczy w $rodkowe;j fazie lutealnej i w fazie pecherzykowej cyklu rujowego. Ponadto jako
material wykorzystywano limfocyty T, izolowane ze skrawkdw endometrialnych ww. Kkategorii oraz
fibroblasty wyizolowane z skrawkéw endometrium kategorii I (bez zmian zapalnych) oraz kategorii Ilb
(zmiany umiarkowane ale z wyrazng proliferacja gruczotéw, znacznym wtéknieniem i obecnoscig cyst),
pozyskane od klaczy w fazie pecherzykowej cyklu, ktére nastgpnie hodowano in vitro, poddawano
stymulacji i odpowiednim analizom w ramach poszczeg6lnych eksperymentéw. Dodatkowo, na potrzeby
przygotowania pohodowlanych mediéw warunkowanych, zawierajgcych sekretomy odpowiednio
komérek Thl i Th2, wykorzystano jako material badawczy komérki PBMC z krwi obwodowej klaczy,
z ktorych izolowano limfocyty dziewicze ThO, a ktore nastepnie poddano procedurom réznicowania in
vitro w kierunki subpopulacji Th1 i Th2. Uznanie budzi opanowanie przez Doktorantke niezwykle bogatej
palety metod, poczgwszy od hodowli fibroblastéw i limfocytéw w warunkach in vitro, poprzez cytometrie
przeplywowg, oznaczenia stezen biatek metoda ELISA, analizy ekspresji gendw na poziomie transkrypcji
i translacji z wykorzystaniem qRT-PCR i techniki western-blot, oznaczenia aktywnoS$ci litycznej
metaloproteinaz macierzy pozakomoérkowej technika zymografii, barwienia histochemiczne
i immunoflorescencyjne, komoérkowe testy funkcjonalne, az po bioinformatyczna analiz¢ danych RNA-seq
oraz zastosowanie réznych metod statystyki matematycznej. Swiadczy to o duzej wiedzy Doktorantki,
o0 Jej znacznych umiejetno$ciach laboratoryjnych i zdobytym w trakcie realizacji badan do$wiadczeniu
naukowym. Rozdzial Materialy i metody jest obszerny i podzielny na liczne podrozdziaty poswigcone
poszczegdlnym rodzajom badanych komérek i tkanek, uktadom eksperymentalnym i zastosowanym
metodom. Jego lektura nasuneta mi pewne pytania i uwagi ktére wymagaja dodatkowych wyjas$nien.

Prosze Doktorantke o odpowiedz lub komentarz.

1. Jakiej rasy byly konie od ktérych pobierano materiat? Jak przedstawiata si¢ ewentualna

struktura spokrewnienia zwierzat od ktérych pozyskiwano materiat badawczy?

2. W podrozdziale Ekstrakcja RNA z tkanek (strony 49-50) podano, ze jako$¢ uzyskanych
preparatbw RNA byta badana spektrofotometrycznie. Czy wykonano kontrole stopnia
podegradowania RNA? Powszechnie uwaza sie ze jest to kluczowy parametr wptywajacy na

poprawno$¢ pézniejszych oznaczen ekspresji genéw technikg qRT-PCR. Ta partia materiatu
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byta wykorzystana w zadaniu badawczym 1 eksperymencie 2 pt, The endometrial expression
of IFN-y,IL-4,IL-13 and their respective receptors in the endometrium of mares with
endometrosis”. Czy zdaniem Doktorantki, ewentualna zmienno$¢ w jakosci preparatow RNA
moglaby mie¢ wplyw na obserwowane na rycinach 11-13 wartosci odchylenia
standardowego dla pomiaréw ekspresji genéw w obrebie poszczegélnych grup
histopatologicznych, co ostatecznie utrudnito wykazanie statystycznej istotnodci rdznic

w poziomach ekspresji pomiedzy poréwnywanymi grupami?

Z kolei w podrozdziale Ekstrakcja RNA z komorek (strony 50-51) podano ze jako$¢
preparatéw RNA izolowanych z fibroblastéw po hodowli in vitro kontrolowano prawidtowo
za pomoca parametru RIN (RNA Integrity Number). Moje watpliwosci budzi zdanie “All
samples had RIN approximately 10 and were processed further” Jaka warto$¢ liczbowa kryje
sie za stowem approximately? Jakie byly rzeczywiste wartoSci parametrow
charakteryzujacych jako$¢ i wydajno$¢ izolacji RNA w tej grupie prébek (warto$¢ Srednia +
odchylenie standardowe)? W mojej opinii, uniwersalnym rozwigzaniem dla wszystkich
dylematéw dotyczacych ewentualnego wptywu jakoéci RNA na uzyskane wyniki, bytoby
zastosowanie odpowiedniej weryfikacji statystycznej, wskazujacej na brak roéznic

w warto$ciach Srednich RIN pomiedzy porownywanymi grupami.

Autorka podaje, ze do analizy danych qRT-PCR wykorzystano metode (Zhao & Fernald, 2005)
pozwalajgcej m.in. szacowa¢ wydajno$¢ reakcji PCR bez koniecznoSci sporzadzania tzw.
krzywej standardowej. Poniewaz zasada metody byta dla mnie niejasna, zdecydowatem si¢ na
zapoznanie sie z oryginalng publikacjg: wtedy zwrdécitem uwage, Ze wzory na szacowanie
wzglednej poczatkowej koncentracji matrycy réznia sie pomiedzy praca przywotywang jako
referencja a tym, co jest zapisane na stronie 53 dysertacji. Powstaje pytanie: jaki algorytm
ostatecznie zastosowano? Na podstawie opisu metodyki przedstawionego w pracy nie jestem
takze w stanie prze$ledzi¢ zastosowanej metody normalizacji danych. Autorka pisze, ze do
normalizacji danych qRT-PCR zastosowano dwa geny referencyjne SDHA i HPRT1 powotujac
sie na publikacje Szdéstek-Mioduchowska et al. 2023, nie jest jednak jasne, jak pomiary dla
tych 2 genéw referencyjnych, wykorzystano w algorytmie przedstawionym na stronie 53. Czy
zastosowano jakgs$ warto$¢ Srednig? Na sam koniec podrozdziatu autorka pisze, ze do selekcji
gendow referencyjnych zastosowata analize stabilnos$ci ekspresji w oparciu o algorytm
NormFinder. Niestety brak jest danych w metodyce, jakie inne geny oprocz SDHA i HPRT1
byty analizowane jako kandydujace do miana genu referencyjnego za$ w rozdziale Wyniki nie

przedstawiono zadnych rezultatéw z uzycia tej procedury.

W podrozdziale na stronie 53 dotyczacym przygotowania bibliotek i sekwencjonowania
nowej generacji, Autorka pisze, ze zostaty one wykonane komercyjnie w firmie Macrogen
Europe. Fakt ten nie budzit moich zastrzezen do momentu napotkania zdania: ,The libraries

were sequenced in a single 50bp run (1x50 bp) on the HiScanSQ system using the TruSeq
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SBSv3 Sequencing Kit...”, aby w kolejnym zdaniu przeczyta¢: ,The NGS analysis was
performed with the use of NovaSeq 6000 sequencing platform”. System HiScan SQ Illuminy to
do$¢ zaawansowana wiekowo, platforma hybrydowa, umozliwiajace skanowanie macierzy w
technologii BeadArray i sekwencjonowanie raczej krotkich odczytéw z zastosowaniem tzw.
4-kolorowej chemii do sekwencjonowania. Platforma Illumina NovaSeq 6000 to drugi biegun
technologii NGS jest ultra-wysokoprzepustowa, umozliwia sekwencjonowanie miliardow
sekwencji jednocze$nie, oferowane jest sekwencjonowanie 2x 150bp paired-end
7z wyKkorzystaniem tanszej 2-kolorowej chemii. Platforma ta jest bardzo popularna
w komercyjnych centrach genomowych takich jak Macrogen, bo drastyczne ogranicza koszty
sekwencjonowania w przeliczeniu na 1 bp, pojedynczy transkryptom lub genom. Powstaje
pytanie: na jakiej platformie przeprowadzono sekwencjonowania poszczeg6lnych bibliotek?
Drugie wazniejsze pytanie brzmi: czy rzeczywiscie prowadzono odczyty pojedyncze
w uktadzie 1x 50bp ? Jesli tak, to jakimi kryteriami kierowano sie podejmujac taka decyzje?
Dtuzsze odczyty 2x 75 bp, 2x 100bp lub 2 x 150 bp mogtyby znaczaco poprawié¢ mozliwosci
detekcji alternatywnych transkryptow oraz polimorfizméw SNV w obrebie sekwencji

kodujacych, ktére mogtyby uczestniczy¢ w patogenezie endometrosis.

W podrozdziale zatytutowanym Analiza bioinformatyczna danych NGS, Autorka twierdzi
uzywajgc czasu terazniejszego, ze dane zZrodtowe RNA-seq uzyskane podczas realizacji pracy
s3 publicznie/otwarcie dostepne bez ograniczen i zdeponowane w bazie SRA pod podanymi
w pracy numerami dostepowymi. Niestety, na dzien 27 grudnia 2024 r nie jest to prawda.
Oczywiscie w pelni rozumiem potrzebe ograniczenia dostepu do tych cennych danych, az do
momentu ich opublikowania w periodyku naukowym, niemniej wydaje mi sie, ze
rozwigzaniem dla tej sytuacji, bytoby zgloszenie danych jako BioProject, gdzie publicznie
dostepny bytby tylko tytut, autorzy oraz abstrakt, za§ same dane udostepnione bytby w

wybranym przez autoréw terminie.

Z obowigzku recenzenta musze takze zauwazy¢ kilka drobnych uchybien, ktére znalaztem w

tek$cie rozdziatu Materiaty i metody:

a. Str. 39, tabela 2: IL4 powinna by¢ umieszczona w tabeli jako stymulator

réznicowania w kierunku limfocytéw Th2 a nie Th1

b. str. 50, brak nazwy producenta odczynnika TRI reagent pomimo odwotania sie, ze

odczynnik uzyto zgodnie z protokotem producenta

c. str. 51 prawidtowa nazwa systemu uzytego do elektroforezy kapilarnej to Agilent

2100 Bioanalyzer

d. str. 52 poniewaz Doktorantka wykorzystywata ilosciowy PCR w czasie rzeczywistym
do badan poziomu transkryptu mRNA po odwrotnej transkrypcji (RT) na cDNA, to

poprawne nazewnictwo dla tej techniki brzmi: qRT-PCR lub RT-qPCR. Uzywany
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przez Doktorantke termin qPCR, raczej powinien by¢ uzywany konteks$cie badan

ilosciowych DNA np. oznaczanie iloéci transgenu lub miana wirusa w prébce

e. str.52 w pracy na potrzeby analizy qRT-PCR uzywano Kkomercyjnie
zaprojektowanych testéw, okre$lanych terminem gene expression assays. Taki
zestaw zawiera oprocz znakowanej sondy (probes) takze parg starteréw. Stary znak
handlowy TagMan Probe firmy Applied Biosystems jest juz nieuzywany a numery
katalogowe przedstawione w Tabeli 3, prowadza do produktéw opisanych jako
ThermoFisher Assays ID. Sugerowatbym aktualizacje tabeli 3 a takze zmiang jej

nazwy np. The list of probe-primer sets used for qRT-PCR

f.  str. 53 i 54 zgodnie z spisem bibliograficznym (pozycja 123) prawidtowa cytacja dla
oprogramowania DESeq2 to Love et al, 2014. Natomiast prawidiowa pozycja
referencyjna dla pakietu topGO to Alexa & Rahnenfuhren, 2024 (btad wystgpuje

takze na stronie 154 w spisie bibliograficznym)

Przeprowadzone przez Doktorantke badania i otrzymane wyniki umozliwily weryfikacje
postawionych hipotez i jednoczes$nie znaczaco poszerzyty dotychczasowq wiedzg na temat wptywu dwoch
subpopulacji limfocytéw pomocniczych Th: Th1 i Th2 oraz ich mediatoréw: IFN-y, IL-4 i IL-13 na procesy
komérkowe i molekularne zachodzace w fibroblastach btony $luzowej macicy klaczy. Nalezy podkresli¢
nowatorski aspekt przeprowadzonych badan. Duza liczba uzyskanych danych nie ma swoich
odpowiednikéw w badaniach przeprowadzonych na innych gatunkach. Doktorantka wykazata, Ze konskie
fibroblasty izolowane z endometrium o réznym nasileniu zmian histopatologicznych po stymulacji IL4,
IL13 lub medium pohodowlanym zawierajacym sekretom limfocytéw Th2 charakteryzujg sie znaczacym
podobienstwem w globalnym obrazie profili transkryptomicznych oraz w poziomach ekspresji wybranych
markeréw zwiazanych macierza miedzykomérkowa ECM. Potwierdza to hipoteze, ze subpopulacja
limfocytéw Th2, poprzez wydzielane cytokiny IL4 i IL13, wzmaga proliferacje fibroblastow, aktywuje
synteze sktadnikéw ECM, reguluje ekspresje genéw zwiazanych z przebudowg tkanek i aktywuje rézne
szlaki komérkowe prowadzace ostatecznie do rozwoju widknienia. Nieoczekiwanie wyniki uzyskane
w kontekscie roli limfocytéw Th1 i IFN-y na przebieg proceséw zwigzanych z rozwojem widknienia
okazaly sie mniej konkluzywne. W do$wiadczeniach analizujacych wptyw medium warunkowanego po
hodowli limfocytéw Th1 wykazano, ze sekretom Th1 stymuluje aktywno$¢ proliferacyjng i metaboliczna
fibroblastéw, co znajduje odbicie w zréznicowanej ekspresji az 2140 gendéw zaangazowanych m.in. w cykl
komoérkowy, metabolizm oraz procesy kluczowe dla odktadania ECM, takie jak interakcja ECM-receptor,
trawienie i wchlanianie biatek, adhezja ogniskowa, szlaki sygnatowe NF-kB i JAK-STAT, a takze w
wigzanie kolagenu. Z kolei interferon y wptywat na proliferacje fibroblastéw, ale nie miat wptywu na
profil transkryptomiczny i ekspresje genéw markeréw zwigzanych z ECM w fibroblastach endometrium
klaczy. Uwazam, Ze ta niespojno$¢ w efekcie dziatania limfocytéw Thl i jednej z ich podstawowych
cytokin jest bardzo intrygujgca i nasuwa mi pewne pytania i uwagi, ktére wymagaja dodatkowych

wyjasnien od Doktorantki.



1. Na stronie 78 rozprawy zamieszczono rycine 22, obrazujaca wyniki analizy sktadowych
gtéwnych czyli PCA, na podstawie ktorej, przyjeto zatozenie, ze IFN-y nie ma wplywu na
profil transkryptomiczny. Nie mam tu Zadnej pewnosci, bo nazwy zbioréw danych na rycinie
nie sa spéjne z opisem zbioréw danych zaprezentowanym w tabeli 4 suplementu, ale
zauwazytem pewna stratyfikacje w poziomie. Na gorze sg zbiory z koricowka A17, niZej A28,
zaé na dole A21 i A25. Czy sa to replikaty? Czy w trakcie analizy w DESeq2 zastosowano
korekcje na tzw. batch effect? Jeli nie, to moze warto to zrobi¢ i sprawdzi¢, czy w rezultacie

jaki$ wplyw interferonu sie jednak ujawni.

2. Do stymulagcji fibroblastéw uzywano INF-y w stezeniu 10ng/ml. Czy sa dostepne jakie$ dane
ile interferonu byto w medium Th1-CM? Czy zdaniem Doktorantki ewentualny efekt dawki

mogtby by¢ przyczyng réznic w odpowiedzi fibroblastéw na Th1-CM i INF-y?

3. Interferon uzywany do stymulacji komérek in vitro byt zgodnie z informacjg katalogowa
interferonem konskim ale rekombinowanym i produkowanym przez komérki drozdzy. Czy sg
dostepne dane literaturowe lub bioinformatyczne potwierdzajace, Ze uzyty interferon gamma
firmy Kingfisher Biotech pod wzgledem chemicznym i funkcjonalnym, to ta sama substancja,
ktéra wydzielajg limfocyty Th1 u koni? Czy zdaniem Doktorantki ewentualne modyfikacje
potranslacyjne moégtby by¢ przyczyna réznic w odpowiedzi fibroblastow na Th1-CM i INF-y?

W mojej ocenie dyskusja przedstawiona jest w sposob przejrzysty i zrozumiaty z uwzglednieniem
aktualnego pi$miennictwa. Sposéb jej przeprowadzenia $wiadczy o duzej wiedzy i dojrzatosci naukowej
Doktorantki i generalnie nie budzi zastrzezen. W oparciu o uzyskane wyniki Doktorantka sformutowata 5

wnioskéw, ktore w $wietle zaprezentowanych danych uwazam za prawidtowe.
Do szczegblnych osiggniec ocenianej pracy doktorskiej zaliczam:

1. uzyskanie pionierskich wynikéw potwierdzajacych obecnos$¢ subpopulacji limfocytow
Thl i Th2 w endometrium klaczy o réznym nasileniu zmian histopatologicznych

zwigzanych z endometrosis

2. uzyskanie pionierskich wynikéw wskazujgcych, ze aktywno$¢ sekrecyjna limfocytéw Thl
i Th2 moze stymulowac proliferacje endometrialnych fibroblastéw, indukowa¢ zmiany
w poziomie ekspresji markeré6w macierzy miedzykomérkowej (FN1, ACTAZ,MMP2,
TIMP1 i TIMP2) oraz réznicowac profile transkryptomiczne fibroblastéow w odpowiedzi

na sekretomy poszczegélnych subpopulacji

3. uzyskanie pionierskich wynikéw wskazujacych, ze fibroblasty izolowane z endometrium
bez cech witdknienia (kategoria 1) i z zaawansowanym widknieniem (kategoria Ilb)

wykazujg charakterystyczne réznice w profilach transkryptomicznych w odpowiedzi na



stymulacje zaréwno IL4 jaki i IL13, co posrednio dowodzi istotnej roli, jaka petnig te

cytokiny w progresji fibrozy w patogenezie endometrosis u klaczy

Posumowanie i wniosek koncowy

Przedstawione w niniejszej recenzji uwagi i komentarze stanowia element naukowego dyskursu.
Nie pomniejszaja one istotnie wartosci merytorycznej ocenianej rozprawy doktorskiej, ktorej
niezaprzeczalnymi walorami s oryginalno$¢, nowoczesny warsztat badawczy i precyzyjny opis wynikow,
na bazie ktérych wyciagnieto prawidtowe wnioski. Bez watpienia stwierdzi¢ nalezy, ze przedstawiona do
oceny dysertacja doktorska Pani mgr inz. Anny Wéjtowicz jest wartosciowym dzietem naukowym,
zawierajacym szereg pionierskich wynikow rozszerzajacych wiedzg z zakresu molekularnych aspektow
odziatywania limfocytéw pomocniczych z fibroblastami endometrium w procesach zwigzanych
z rozwojem endometrosis u klaczy. W zwigzku z powyzszym, pozytywnie opiniuje przediozona do
recenzji rozprawe 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” i stwierdzam, Ze spetnia ona wymagania 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.) stawiane
kandydatom ubiegajacym sie o stopieni naukowy doktora nauk rolniczych w dyscyplinie zootechnika i
rybactwo. Dlatego wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci Polskiej
Akademii Nauk w Olsztynie o dopuszczenie Pani mgr inz. Anny Wéjtowicz do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.

dr hab. Pawet Brym
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