@

00
Xy T8,
<& C:;,

$ % ] INSTYTUT ZOOTECHNIKI

A PANSTWOWY INSTYTUT BADAWCZY
%‘”Pwsmﬁ"’”gg NATIONAL RESEARCH INSTITUTE OF ANIMAL PRODUCTION
prof. dr hab. Katarzyna Ropka-Molik Krakoéw, 29.07.2025

Zaktad Biologii Molekularnej Zwierzat
Instytut Zootechniki PIB
Sarego 2, 31-047 Krakow

Recenzja
rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Magdy Slyszewskiej
w formie monografii pod tytulem:
»Dynamics of endometrial macrophage subpopulations and their relevance in processes
associated with the development of mare endometrial fibrosis in the course of

endometrosis”

Recenzja zostala przygotowana na wniosek Rady Naukowej Instytutu Rozrodu Zwierzat i

Badan Zywnosci PAN w Olsztynie podjety 12 czerwca 2025.

Ogolna charakterystyka rozprawy

Rozprawa doktorska Pani mgr. inz. Magdy Styszewskie] przygotowana zostala w
jezyku angielskim w formie monografii. Struktura pracy jest typowa dla rozpraw doktorskich,
sktada si¢ z 14 glownych rozdziatow obejmujacych wprowadzenie teoretyczne, cele i hipotezy,
szczegdtowo opisane materiaty i metody, wyniki, dyskusje, podsumowanie i wnioski oraz
materialty uzupetniajagce. Warto podkresli¢, ze rozprawa powstala w ramach projektu
finansowanego ze zrodet zewngtrznych (grant Narodowego Centrum Nauki; OPUS
2020/37/B/NZ9/03355), co dodatkowo podkresla istotnos¢ i aktualno$¢ podjetej tematyki.
Ryciny i schematy zamieszczone w pracy, w tym ilustrujgce cele, hipotezy oraz przebieg
eksperymentdw wzbogacaja odbidor merytoryczny dysertacji oraz pozwalajag na precyzyjne
sledzenie kolejnych etapow realizacji badan.

Z formalnego punktu widzenia przedstawiona do oceny dysertacja nie budzi zastrzezen

1 spetnia wymagania stawiane tego typu opracowaniom. Zostata ona przygotowana starannie, z
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zachowaniem wlasciwych proporcji, a poszczegolne rozdziaty opisano w sposdb przejrzysty i
spojny.

Jako uwage ogdlng nalezy wskazac, ze praca zostala napisana w jezyku angielskim, w
zwigzku z czym w zapisie liczbowym nalezy stosowaé kropke, zamiast przecinka, jako
separator dziesigtny, zgodnie z mi¢dzynarodowymi standardami obowigzujagcymi w
pismiennictwie naukowym. Dodatkowo, we fragmentach rozprawy autorka stosuje btedna
nomenklatur¢ dla badanych genow i biatlek — w nazwach gendow pojawia si¢ nieprawidlowo
myslnik (np. ,,MMP-1”), ktory zgodnie z zasadami nomenklatury oznacza symbol biatka.
Obecny zapis nazw gendw nie jest niezgodny z przyjetymi zasadami nomenklatury genetycznej

i moze prowadzi¢ do nieporozumien interpretacyjnych (str. 49, 50, 55, itd.).

Ocena merytoryczna rozprawy
Oryginalnosé tematyki i cel badan

Zaburzenia ptodnosci u klaczy stanowia powazny problem hodowlany i weterynaryjny,
wplywajac istotnie na obnizenie ptodnos¢ - spadek ilosci zazgbien oraz zdrowo urodzonego
potomstwa. Zmiany degeneracyjne endometrium, wsrdd ktorych szczegdlne znaczenie ma
endometrioza, odgrywaja kluczowa rolg w zaburzeniach ptodnosci. Endometrioza u koni,
definiowana jako wldknienie btony §luzowej macicy (equine endometrial fibrosis), stanowi
przewlekte i postepujace schorzenie endometrium prowadzace do zastgpowania prawidlowe;j
tkanki gruczotowej przez tkanke taczng widknista. Proces ten jest jedna z gldéwnych przyczyn
nieptodnosci u klaczy wykorzystywanych w hodowli, poniewaz uposledza funkcje sekrecyjne
i immunologiczne endometrium niezbedne do implantacji zarodka i utrzymania cigzy.
Skutkiem tych zmian moze by¢ zwigkszona liczba cykli bezowulacyjnych, poronien oraz
obnizona skuteczno$¢ inseminacji, co znaczaco zmniejsza efektywnos$¢ rozrodu. Pocigga to za
sobg konsekwencje ekonomiczne zwigzane ze wzrostem kosztow inseminacji i leczenia,
spadkiem liczby odchowanych Zzrebiagt oraz koniecznoscig przedwczesnego wykluczenia
cennych genetycznie klaczy z programéw hodowlanych. Wszystko to generuje istotne straty
finansowe dla hodowcow i negatywnie wptywa na optacalnos¢ hodowli.

Endometrioza jest jednostka chorobowa o ztozonej, nie do konca poznanej etiologii,
obejmujaca przebudowe tkankowa i widknienie. W tym kontek$cie rosnace zainteresowanie
naukowe budzi rola makrofagow — komorek odgrywajacych istotna rolg w regulacji odpowiedzi
immunologicznej oraz przebiegu procesOw zapalnych i regeneracyjnych. Rozprawa doktorska
Pani mgr inz. Magdy Styszewskiej doskonale wpisuje si¢ w ten obszar badan, koncentrujac si¢

na roli subpopulacji makrofagéw w rozwoju widknienia btony §luzowej macicy klaczy. Mimo



rosngcej liczby doniesien naukowych dotyczacych roli uktadu odpornosciowego w
przebudowie tkanek, zagadnienie to — w kontekscie fizjologii i patologii uktadu rozrodczego
koni — wciaz pozostaje praktycznie niezbadane. Doktorantka podjeta si¢ ambitnego zadania
okreslenia roli subpopulacji makrofagdéw w rozwoju witdknienia btony $luzowej macicy klaczy
w przebiegu endometrosis. Zasadno$¢ prowadzonych badan i podjetej tematyki autorka
wyczerpujaco umotywowata w przegladzie literatury, podkreslajac jednoczesnie brak
skutecznych metod leczenia oraz zlozony charakter schorzenia. Autorka na podstawie
najnowszych pozycji literatury nakreslita molekularny kontekst rozwoju endometriozy poprzez
przebudow¢ macierzy zewnatrzkomorkowa (ECM) oraz potencjatu makrofagow jako czynnika
regulujacego proces wioknienia (ang. fibrosis).

Na podstawie wczesniejszych wynikow badan wilasnych oraz dostgpnych danych
literaturowych doktorantka precyzyjnie sformutowata glowna hipoteze badawcza odwotujaca
si¢ bezposrednio do zwiazku miedzy profilem subpopulacji makrofagbw a procesem
wioknieniem oraz cztery hipotezy szczegdtowe. Do weryfikacja postawionych hipotez autorka
zdefiniowala korespondujacCy cel gtowny oraz pigé celi szczegdtowych. Cele i hipotezy sa
sformutowane jasno 1 poprawnie oddajac rdwnocze$nie tematyke prowadzonych badan.

Z uwagi na powigzanie merytoryczne hipotez i celow szczegoétowych, w pracy brakuje
odniesienia do Celu 5, ktorego tres¢ moglaby zosta¢ uzupetniona przez Hipoteze V: ,,Podanie
wewnatrzmaciczne autologicznych komponentéw modulujacych funkcje M® wpltywa na
redukcje markerow wildknienia w endometrium.” Element praktyczny dotyczacy
wykorzystania uzyskanych wynikéw do modelowania potencjalnych strategii terapeutycznych
jest bardzo interesujgcym 1 warty podkreslenia, takze w hipotezach.

Do tej pory nie w pelni zdefiniowano procesy prowadzone do rozwoju endometriozy,
jak rowniez nie opracowano skutecznego jej leczenia. Temat ten jest szczegdlnie stabo poznany
u koni, gdzie mechanizmy patogenezy oraz skuteczne strategie terapeutyczne pozostaja w duzej
mierze nieokreslone, co utrudnia diagnostyke i leczenie tej choroby. Dlatego tez podjeta
tematyke badan oceniam jako bardzo aktualng i nowatorska. Badania majg zaréwno duzy
aspekt poznawczy wnoszacy istotny wktad w rozwdj dyscypliny zootechnika i rybactwo jak i
potencjal aplikacyjny dajac podstawg do opracowania terapii celowanych i nowych strategii

terapeutycznych.

Metodyka badan
Do osiagnigcia zatozonych celéw 1 weryfikacji hipotezy badawczej autorka zastosowata

kompleksowy model badawczy, laczacy zaawansowane techniki biologii molekularnej,



hodowle in vitro oraz analizy in vivo, co pozwolilo na wielowymiarowe poznanie roli
makrofagdéw podczas patogenezy wtoknienia btony sluzowej macicy.

Doktorantka rozdzielita i szczegotowo opisata wykorzystany materiat badawczy oraz
zastosowane metody. Metodyka zastosowana w pracy jest bardzo rozbudowana, wieloetapowa
i starannie zaplanowana. Autorka wykorzystata zaawansowane techniki biologii molekularnej,
takie jak cytometria przeptywowa, chromatografia cieczowa sprz¢zona ze spektrometrig mas;
RNA-seq, qPCR, Western blot, immunofluorescencja, analiza funkcjonalna fibroblastow
(proliferacja, migracja), a takze analizy bioinformatyczne (IPA). Szczegdlnym atutem jest
integracja badan in vitro (hodowla fibroblastéw 1 makrofagdéw) z badaniami in vivo
(domaciczne podanie makrofagéw). Badania zostaty przeprowadzone na wysokim poziomie
eksperymentalnym, a dobor metod potwierdza wysoki poziom metodologiczny pracy.

Istotnym  aspektem badan jest zastosowanie subpopulacji  makrofagow
wyprowadzonych z monocytow (eqMD-M®IFNY/LPS i egqMD-M®IL-4/IL-13), ktore zostaty
zaprojektowane jako funkcjonalne analogi fenotypow M®1 i M®2a. Takie podejscie
umozliwito nie tylko identyfikacje zmian ilosciowych i przestrzennych tych komoérek w
endometrium, ale rowniez ocen¢ ich wplywu na fibroblasty macicy i1 sktad macierzy
pozakomorkowej zarowno w warunkach laboratoryjnych, jak 1 w modelu do$wiadczalnym in
vivo. To unikalne i autorskie podejscie do modelowania procesé6w immunologiczno-
wioknieniowych w kontekscie rozrodu koni zastuguje na szczegdlne uznanie.

Metodyka jest bardzo rozbudowana i w wigkszoSci elementéw zaprojektowana
prawidlowo. Z perspektywy recenzenta warto jednak zwroci¢ uwage na kilka kwestii
wymagajacych doprecyzowania lub dalszego uzasadnienia:

-prosz¢ o wyjasnienie kryteriow wyboru biatka CRP (biatko C-reaktywne) jako
indykatora procesu zapalnego; u koni czgsciej stosowanym biatkiem reaktywnym jest SAA
(biatko amyloidowe A); zgodnie z doniesieniami literaturowymi biatko CRP charakteryzuje si¢
mniejszg reaktywnoscig, czuloscig oraz dynamikg zmian w porownaniu do SAA; czesto jest
ono nieprzydatne do analiz wczesnych zmian zapalnych ze wzgledu na nizszg czuto$¢ na
bodzce zapalne i opdzniong odpowiedZ czasowa;

-autorka uzywa okreslenia ,,poziom standardowy” w kontek$cie analizowanych
poziomow stezenia CRP — bardziej zasadne byloby stosowanie terminu ,,wartosci
referencyjne”, odnoszacego sie do zakresow ustalonych na podstawie danych literaturowych
lub populacji referencyjnej, co umozliwito obiektywne porownanie wynikow;

- metody wysokoprzepustowe, takie jak RNA-seq, cechuja si¢ relatywnie wiekszym

poziomem btedu i zmienno$ci technicznej niz klasyczne metody jak qPCR , dlatego ich wyniki



powinny by¢ weryfikowane za pomoca metod o wyzszej czutosci i precyzji. W zwigzku z tym,
prosze o doprecyzowanie, czy w niniejszej rozprawie przeprowadzono walidacje wynikow
sekwencjonowania transkryptomu metoda RNA-seq;

- podczas barwienia immunofluorescencyjnego zastosowano mysie przeciwcialo
pierwszorzedowe anty-CD68, natomiast detekcja sygnatu zostata przeprowadzona z uzyciem
koziego przeciwciala drugorzegdowego skierowanego przeciwko immunoglobulinom szczura
(anti-rat). Nalezy jednak zauwazyé, ze uzycie przeciwciala ,anty-rat”, moze sugerowac
niezgodno$¢ gatunkowa pomiedzy zastosowanym przeciwcialem a analizowanym ukladem
(,,anty-mouse” — ,,anty-rat”), co z kolei moze wplywa¢ na specyficznos¢ 1 wiarygodnos¢
uzyskanego sygnalu; wymaga to doprecyzowania i ewentualnego uscislenia zastosowanego
protokotu;

- ponadto, producent wykorzystanego przeciwciata CD68 podaje, ze przeciwciato to jest
niezalecane do stosowania w immunohistochemii tkanek utrwalonych formalina/zatopionych
w parafinie. W pracy do utrwalania probek uzyto paraformaldehydu (a w przypadku tkanek
potem przenoszono je do parafiny). Prosz¢ o doprecyzowanie czy procedura ta zostala
zwalidowana, czy wykonano analizy w obecno$ci kontroli pozytywnych i negatywnych;

- w przypadku przeciwciata wykorzystanego w pracy jako referencyjne do analizy Western Blot
— GAPDH - producent nie rekomenduje tego przeciwciata do badan na probkach pochodzacych
od pewnych gatunkéw, w tym witasnie od koni (,, We do not recommend this combination. It is
not covered by our product promise”). Prosz¢ o doprecyzowanie kryteriow wybory tego
przeciwciala oraz informacj¢ czy procedura ta zostata zwalidowana, czy wykonano analizy w
obecnosci kontroli pozytywnych i negatywnych;

- watpliwosci budzi przeciwcialo wykorzystane dla kolagenu typu I (20121; Novotec), ktore
nie zostato przez producenta zwalidowane do zastosowania w metodzie Western Blot. Istnieje
niepewno$¢ co do specyficznosci rozpoznawanego pasma biatkowego o masie 140 kDa. Nie
wiadomo, czy odpowiada ono tanhcuchowi COL1A1 (~140 kDa), COL1A2 (~135 kDa), czy tez
jest wynikiem niespecyficznego wigzania i zlewania si¢ obu tancuchow w jedno pasmo.
Producent nie dostarcza informacji na temat doktadnej specyficznos$ci epitopu. Jest to istotne,
poniewaz poziom mRNA mierzony byt tylko dla COL1A1, co moze prowadzi¢ do blednych
interpretacji wynikow. Dodatkowo, w fibroblastach kolagen typu I wystepuje gtdéwnie w

postaci prokolagenu, ktory jest ciezszy o okoto 30 kDa.

Obliczenia statystyczne:



- przy obliczeniach dla Research Task 2 bardziej trafne wydaje si¢ zastosowanie metod
statystycznych uwzgledniajacych wielokrotne pordwnania, takich jak ANOVA z korektg post
hoc (np. Bonferroniego lub Tukey’a), zamiast t-testu lub testu U Manna—Whitneya. W
przypadku trzech grup (dwa autologi/makrofagi i wspdlna kontrola) brak korekty prowadzi do
wzrostu ryzyka uzyskania wynikoéw fatszywie pozytywnych;

- W opisie zastosowanej analizy statystycznej brakuje istotnej informacji, czy w modelach
dwuczynnikowej ANOVA — zaréwno klasycznej, jak i z pomiarami powtarzanymi —
uwzgledniono interakcje miedzy czynnikami gtownymi. Jest to kluczowy element konstrukcji
modelu, poniewaz obecnos¢ lub brak interakcji moze znaczaco wpltywac na interpretacje
uzyskanych wynikow. W przypadku danych przedstawionych na rysunku 41 (migracja
komorek), konieczne jest doprecyzowanie zakresu wykonanych porownan. Nalezy wskazaé,
czy poréwnania mi¢dzy grupa kontrolng a grupa doswiadczalng wykonano wylacznie w
poszczeg6lnych punktach czasowych (co dawatoby pie¢ poréwnan i uzasadniato zastosowanie
korekty Tukeya), czy tez wykonano pelne poréwnania krzyzowe dla wszystkich punktow (2

grupy x 5 czaséw = 45 poréwnan), co obnizaloby moc wykonanej analizy.

Analogiczna uwaga dotyczy danych z rysunku 42 (zmiany poziomu CRP). Tutaj rdwniez
nalezy jasno wskaza¢, jak skonstruowano poréwnania miedzy grupami. Co wiecej, przy bardzo
malej liczebnos$ci proby (n = 3 na grupe), spetnienie zalozen klasycznej analizy ANOVA —
takich jak normalnos¢ rozktadu reszt czy sferycznos¢ (weryfikowana np. testem Mauchly’ego)
— jest watpliwe. Nawet zastosowanie korekty Greenhouse-Geissera moze nie by¢
wystarczajace. W zwigzku z tym, w analizach opartych na tak matych grupach lepszym
podejsciem wydaje si¢ zastosowanie testu nieparametrycznego Friedmana, ktory jest bardziej

odpowiedni dla tego typu danych.

Wyniki badan, Dyskusja oraz Wnioski

Przedstawione badania stanowia kompleksowg analize roli subpopulacji makrofagéw (M®)
w patogenezie endometrosis u klaczy, taczac modele in vivo i in vitro z podejsciem omicznym.
Z punktu widzenia nauk podstawowych kluczowym wynikiem jest potwierdzenie
zwigkszonego udzialu M® typu M1 (CD68INOSTARG1") wzgledem M2
(CD68"INOS"ARGI1*) w zaawansowanych stadiach wldknienia, niezaleznie od fazy cyklu.
Sugeruje to przewage reakcji prozapalnej w postepujacej chorobie. Zwigkszona ekspresja
CD68 w fazie pecherzykowej, zwlaszcza w endometrium kategorii IIA, potwierdza

fizjologiczng aktywacje funkcji immunologicznej blony S$luzowej, ale moze roéwniez



wskazywa¢ na fazozalezne ryzyko inicjacji widknienia. Dzigki badaniom wykonanym na
modelu in vitro Doktorantka potwierdzita, ze polaryzacja M® wptywa na ekspresj¢ gendw
ECM oraz cytokin w fibroblastach, a sekretony obu otrzymanych linii makrofagéw moduluja
ich migracj¢ 1 aktywno$¢ metaboliczng. Autorka wykazata, ze transkryptomiczna odpowiedz
fibroblastow byta istotnie zréznicowana w zalezno$ci od typu M®, co potwierdza ich
funkcjonalng odmienno$¢, przy jednoczesnym ujawnieniu 234 wspolnych gendéw
réznicowanych (DEGs), co moze wskazywa¢ na obecno$¢ pewnych konserwatywnych
mechanizmow komunikacji miedzykomoérkowe;.

Uzyskane wyniki majg rowniez potencjal aplikacyjny. Doktorantka wykazata, ze
wewnatrzmaciczne podanie autologicznych M® jest bezpieczne (brak wzrostu CRP) i moze
wywotywa¢ rézne odpowiedzi molekularne w endometrium. Iniekcje MO®OIFNy/LPS
indukowaty ekspresje genow prozapalnych i prozwloknieniowych, natomiast podanie M®IL-
4/1L-13 wykazywato oddziatywanie w Kkierunku przeciwstawnym — immunomodulujaco i
potencjalnie antyfibrotycznie. Pomimo ograniczonego czasu ekspozycji (6 h), roznice w profilu
transkryptomicznym byty wyrazne, co wskazuje na szybki efekt dziatania tych komorek.

Uzyskane wyniki autorka w sposob spdjny 1 wyczerpujacy przedyskutowata z dostepnymi
pozycjami literatury. Dyskusja prowadzona jest z duzg $wiadomos$ciag ograniczen
zastosowanego modelu in vitro — m.in. zwigzanych z krotkim czasem ekspozycji fibroblastow
na sekreton (6 h), brakiem dynamicznej obserwacji dtugofalowych efektéw transkrypcyjnych
oraz niemoznoscia pelnego odwzorowania warunkow panujacych in vivo. Autorka podkresla
takze, ze zaobserwowane rdznice nie ograniczaja si¢ do fenotypu cytokinowego, ale obejmuja
kompleksowe zmiany w S$ciezkach zwigzanych z interakcja komorek 2z macierza
zewnatrzkomorkows, cytoszkieletem 1 aktywnoscig migracyjng, co czyni t¢ cze$¢ rozprawy
szczegblnie warto$ciowa z punktu widzenia badan podstawowych i potencjalnych mozliwosci
aplikacyjnych, zwlaszcza w kontek$cie immunomodulacji procesu widknienia.

Na podstawie uzyskanych wynikéw Doktorantka sformutowata 6 wnioskéw, spdjnych z

wynikami badan 1 logicznie podsumowujacych cele trzech zadan badawczych.

Uwagi szczegoOlowe:
- W pracy wystepuje niespdjnos¢ dotyczaca kryteriow wyboru gendéw jako DEGs. W czgsci
metodycznej wskazano, ze jako kryteria przyjeto wartos¢ adjusted p-value < 0.05 oraz log2FC
<-1/10og2FC > 1, natomiast w opisach wynikow, m.in. w odniesieniu do Figury 45 oraz Tabel

11, 12 1 13, autorka podaje wylacznie wartosci p-value, bez uwzglednienia progdéw istotnosci



statystycznej po korekcji wielokrotnego testowania. Prosze o doprecyzowanie, ktore z podejsé
jest prawidlowe;

- w czesci eksperymentu in vivo (Research Task 3) badania wykonano na grupach klaczy o
liczebnosci 5 (Rycina 9), od ktoérych pobrano materiat na analize biatka CRP; natomiast wyniki
dla stezenia CRP podano juz dla liczebnosci w grupach n=3 (rozdziat 6.3, Rycina 42); prosz¢
0 Wyjasnienie tych rozbieznosci;

- opisy figur powinny zosta¢ uzupetnione o informacje dotyczace nazw oprogramowan lub

narzg¢dzi wykorzystanych do przygotowania przedstawionych grafik.

Whiosek koncowy

Podsumowujac, rozprawa wnosi istotny wktad w zrozumienie immunoregulacyjnych
mechanizmow zachodzacych w endometrium klaczy, a wyniki moga stanowi¢ punkt wyjscia
do opracowania strategii terapeutycznych immunomodulacyjnych. Zgloszone uwagi nie
umniejszaja wartosci pracy, jednak doprecyzowanie tych kwestii moze by¢ istotne przy
przygotowaniu rozprawy do druku.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska, wpisujaca si¢ w obszar dziedziny nauk
rolniczych, dyscypling zootechnika i rybactwo, spelnia wymogi okres$lone w art. 187 ustawy z
dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2024 r. poz. 1571 z pdzn
zm.) i wnosz¢ o dopuszczeniec mgr inz. Magdy Slyszewskiej do dalszych etapow przewodu

doktorskiego.
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