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Rozprawa doktorska mgr inz. Magdy Styszewskiej pt.: Dynamics of endometrial
macrophage subpopulations and their relevance in processes associated with the
development of mare endometrial fibrosis in the course of endometrosis jest napisana w
jezyku angielskimi i ma klasyczna forme¢ wydruku komputerowego, z uwzglednieniem
streszczenia w jezyku polskim oraz angielskim i tradycyjnym porzadkiem redakcyjnym z
wyszczegdlnieniem nastepujacych rozdziatow: wykaz skrétow, wstep, hipotezy badawcze i
cele pracy, projekt eksperymentu, material i metody, wyniki, dyskusja, podsumowanie
wynikow, wnioski oraz wykaz literatury, tabel, rycin, jak réwniez zamieszczono w pracy
dane uzupelniajace.

Badania przeprowadzone w ramach pracy doktorskiej zostaly sfinansowane z
budzetu Narodowego Centrum Nauki w ramach projektu OPUS 2020/37/B/NZ9/03355, a
na realizacj¢ badan uzyskano zgode (nr 27/2022) Lokalnej Komisji Etycznej ds.
Doswiadczen na Zwierzetach w Olsztynie.

Endometroza, czyli chroniczne degeneracyjne zapalenie blony $§luzowej macicy,
manifestujgca si¢ m.in. zaburzeniami w obrgbie macierzy miedzykomérkowej i réznego
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zespotéw, ze szczegblnym nastawieniem na patogenez¢ tych zmian. Temu wilasnie
zagadnieniu Doktoranta poswigcila najwigcej uwagi we wstepie do pracy doktorskiej,
analizujac szczegdlowo wyniki badan zawartych w wielu publikacjach, skupiajgc si¢ na
prawdopodobnej roli makrofagéw w przebiegu tego procesu oraz szczeg6towo opisujgc
role i zmiany w obrebie fibroblastow obserwowane w procesie widknienia.

Moim zdaniem niepotrzebnie w przegladzie piSmiennictwa sa poruszane
zagadnienia zwigzane z probami leczenia endometrozy. Po pierwsze nie jest to tematem
pracy doktorskiej, po drugie zwigksza to obj¢to$¢ i tak bardzo obszernej dysertacji.
Niemniej przeglad pismiennictwa jest napisany bardzo czytelnie, w przemyslany sposob,
jest przez to latwy w odbiorze i wskazuje na bardzo dobre teoretyczne przygotowanie
Doktorantki do realizacji celow badawczych stawianych w ramach pracy doktorskiej.
Ponadto dogtebna analiza pismiennictwa pozwolita na sprecyzowanie hipotez badawczych.

Uogodlniajgc, w rozprawie doktorskiej przyjeto zalozenie, Zze odmienne
subpopulacje makrofagéw moga wystepowaé w endometrium klaczy w réznym nasileniu,
co moze determinowa¢ kierunek zmian zachodzacych w macierzy zewnatrzkomorkowej,
wplywajgc na przebieg 1 intensywno$¢ procesdéw zwyrodnieniowych. W celu
udowodnienia/zaprzeczenia  postawionym  hipotezom badawczym  postanowiono
przeanalizowa¢ wystepowanie subpopulacji makrofagéw typu I i II w endometrium klaczy,
a nastepnie oceniono wptywu sekretomu konskich monocytéw na zmiany marker6w stanu
zapalnego, profile transkryptomiczne oraz wilasciwosci fibroblastow izolowanych z
endometrium zakwalifikowanego do kategorii I wg Kenney i Doig (1986). Badania te
przeprowadzono in vitro, a w ramach doswiadczenia in vivo analizowano zmiany
molekularne w endometrium po wewngtrzmacicznej inokulacji wyizolowanych uprzednio
subpopulacji makrofagow. Obserwacje in vivo rowniez ograniczono do klaczy
zakwalifikowanych do kategorii I wg. Kenney i Doig (1986).

Przyjete hipotezy badawcze sg jak najbardziej stuszne, wynikajg bezposrednio z
aktualnego stanu wiedzy, a realizacja postawionych w pracy doktorskiej celow
badawczych z wykorzystanie nowoczesnych i zaawansowanych metod analitycznych
gwarantuje uzyskanie odpowiedzi na nurtujagce Doktorantkg pytania. W tym miejscu rodzi
si¢ jedynie pytanie dlaczego obserwacje ograniczono do klaczy zakwalifikowanych do
kategorii I wg Kenney i Doig (1986)?

Materiat do badan pobrano poubojowo w ilosci 109 wycinkdw endometrium
pozyskanych w fazie lutealnej i 96 wycinkéw z fazy folikularnej cyklu plciowego.

Klasyfikacje fazy cyklu ptciowego prowadzono w oparciu o makroskopowy obraz struktur




znajdujacych si¢ na jajnikach, co jest generalnie akceptowalne, cho¢ wigkszg precyzje
uzyskano by w oparciu o dodatkowo wykonany pomiar stezenia progesteronu. Z kolei
krew do izolacji monocytdw pobrano przyzyciowo od szesciu zdrowych, niezrebnych i
,,niecyklicznych” klaczy. Prosz¢ o wyjasnienie w tym aspekcie pojecia ,,niecykliczne’’,
czy to bylo w trakcie zimowego anestrus? Rowniez w przypadku pobierania materiatu
poubojowo powinna by¢ sprecyzowana pora roku, w ktorej pozyskiwano materiat, gdyz
np. brak ciatka zottego i obecnos$¢ duzego pecherzyka w jesiennym okresie przejsciowym
wcale nie musi by¢ powigzany z ruja. Opis klasyfikacji klaczy do eksperymentu in vivo nie
precyzuje czy ktoras z klaczy juz byla ciezarna, czy rodzita. Szkoda, ze nie pobrano probek
do cytologicznej i mikrobiologicznej oceny s$rodowiska macicy, co daloby wiecej
informacji odnos$nie stanu endometrium. Niektore klacze byly bardzo mtode, bowiem nie
przekroczyty trzeciego roku zycia (nie jest sprecyzowany wiek klaczy przynalezny do
kazdej z osobna), co zmusza do zadania pytania, czy zbyt mtody wiek, prawdopodobnie
nie zapewniajacy osiagnigcia pelnej dojrzatosci hodowlanej u koni zimnokrwistych nie
wplynal na wyniki eksperymentu. Niezbyt zrozumiate jest przygotowanie klaczy do
eksperymentu i podawanie hormonéw w celu synchronizacji rui i owulacji z uzyciem mato
przydatnych w praktyce analogéw GnRH.

Z opisu eksperymentu wynika, ze najpierw klaczom podawano domacicznie PBS,
wykonywano zaplanowane procedury, a w kolejnej rui tym samym klaczom podawano
izolowane makrofagi i1 przeprowadzano te same procedury. W takim ukladzie
doswiadczenia ilo$¢ zwierzat wzigtych do obserwacji wyniost 5, a nie 10. Z kolei dane
zawarte w streszczeniu oraz w rozdziale Wyniki wskazuja, ze odpowiednio makrofagi typu
[ 1 II byly podawane po trzem klaczom w kazdej grupie. Prosze wyjasni¢ te rozbieznosci.
Prosz¢ réwniez wyjasni¢ co bylo przestankg do zastosowania 2 mln makrofagéw podanych
domacicznie w ramach eksperymentu przeprowadzonego in vivo oraz co bylo przestankg
do pobrania wycinka endometrium sze$¢ godzin od wprowadzenia makrofagéw do
macicy? Zawsze nurtuje mnie pytanie jaki jest wplyw na $rodowisko macicy podawania
niewielkich, kilkumililitrowych prébek (2 ml), poniewaz tak mata ilo$¢ nie jest w stanie
pokry¢ catej powierzchni endometrium. Réwniez ocena wptywu aplikowanych mediow do
macicy po szesciu godzinach, w mojej opinii, nie jest w petni miarodajna co do ustalenia
wplywu na patogeneze endometrozy, bowiem przypadlos¢ ta cechuje sie¢ nawet
wieloletnim, stopniowym rozwojem zmian. Niemniej analiza przyjetych kryteriow w tak
krotkim czasie po aplikacji wybranych czynnikow jest istotna w przypadku patogenezy
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perspektywie moze by¢ podlozem dla endometrozy. Pomimo moich uwag i pytaf odnosnie
tej czesci eksperymentu uwazam, ze jest to bardzo istotna czgs¢ pracy doktorskiej, w pelni
nowatorska, polegajaca na wprowadzeniu do macicy klaczy subpopulacji izolowanych
makrofagéw, a uzyskane wyniki rzucaja zupelnie nowe $wiatlo na patogenezg choréb
macicy klaczy.

Ponadto w zakresie metodyki prowadzonych badaf na uwage zastuguje precyzyjny
opis izolacji komérek z endometrium oraz szczegdlowy opis przeprowadzonych procedur
laboratoryjnych. Uwazam, ze naklad pracy oraz mnogo$¢ eksperymentow znaczaco
wykracza ponad wymagania stawiane rozprawom doktorskim i rowniez zastuguje na
wyrdznienie.

Wyniki badan przedstawiono z nalezyta starannoscia, dokumentujac je licznymi
tabelami, wykresami oraz rycinami, co ulatwia ich analiz¢ i odbiér. W ramach
przeprowadzonych badan m.in. nie stwierdzono istotnych réznic w transkrypcji mRNA
CD68 miedzy nasileniem endometrozy oraz faza folikularng i lutealna cyklu plciowego.
Jednakze wykazano wyzszg ekspresje transkrypcji mRNA, jak i ilosci biatka CD68 w fazie
pecherzykowej w poréwnaniu do fazy lutealnej cyklu rujowego. Nie zaobserwowano
istotnych réznic w odsetku komérek CD68+iINOS+ARGI1- oraz CD68+iINOS-ARGI1+
miedzy kategoriami zmian notowanych w endometrium i fazami cyklu rujowego, cho¢
stwierdzono istotny wzrost odsetka komoérek CD68+iINOS+ARG- w endometrium
kategorii IIA, kategorii IIB oraz kategorii III w poréwnaniu do endometrium kategorii L.
Rowniez nie stwierdzono rdznic w immunolokalizacji komoérek CD68+iINOS+ oraz
CD68+ARGI1+ pomigdzy nasileniem zmian w endometrium oraz fazami cyklu rujowego.
Wykazano, ze eqMD-MO¥NLES j eqMD-MO™ 413 zmieniajg ekspresje czynnikow
zwigzanych z ECM oraz ekspresje markerow stanu zapalnego na poziomie mRNA w
fibroblastach btony sluzowej macicy hodowanych w warunkach in vitro.

W ramach obserwacji prowadzonych in vivo wykazano, ze domaciczne podanie
eqMD-MOTNPS pr7vezynito sie do wzrostu, a podanie egMD-M®L4L-13 gbnizyto
istotnie ekspresje czynnikow zwigzanych z ECM na poziomie mRNA. Ponadto
domaciczne podanie eqMD-M®TNLPS zwiekszylo ekspresje markeréw stanu zapalnego na
poziomie mRNA.

Omawianie wynikow jest prowadzone przez Doktorantke adekwatnie do
uzyskanych wynikéw. Doktorantka stwierdza, ze wzrost obecnosci makrofagéw w
endometrium w kategorii Ila w poréwnaniu do kategorii I, przy braku réznic pomiedzy
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Sluzowej macicy klaczy. Autorka wskazuje, ze zaburzenie proporcji makrofagow 11 II typu
moze by¢ jednym z czynnikoéw determinujacych rozwdj endometrozy, a w szczegolnosci
wzrost liczby makrofagéw typu I (CD68+iINOS+ARG-) towarzyszacy postepujacej
endometreozie. Przewaga makrofagéw typu 1 moze sprzyja¢ aktywacji fibroblastow, co
prowadzi do nadmiernego odkladania si¢ macierzy pozakomorkowej i w konsekwencji do
rozwoju widknienia. Te stwierdzenia sa poparte szeregiem obserwacji wykonanych w
ramach eksperymentow in vitro.

W mojej ocenie najistotniejsza cze¢s¢ pracy doktorskiej dotyczy eksperymentow
wykonanych in vivo. Dzigki temu wyeliminowano pewne problematyczne niedogodnosci
zwigzane z wycigganiem wnioskow jedynie w oparciu o wyniki analiz uzyskanych na
materiale pobieranym posmiertnie. Nalezy podkresli¢, ze tego typu badania nie sa
obarczone problemami etycznymi, poniewaz klacze bardzo dobrze znosza wykonywanie
procedur zastosowanych w niniejszej pracy doktorskiej, a odpowiedz na wprowadzone do
macicy réznorodne media ma charakter jedynie lokalny, bez odzialywania
ogolnoustrojowego, co rowniez potwierdzono w prowadzonych obserwacjach, bowiem w
trakcie eksperymentu nie stwierdzono wzrostu stezenia biatek ostrej fazy we krwi. W tym
miejscu pozwole sobie zacytowaé jeden z wazniejszych fragmentéw zawartych w
rozdziale Dyskusja, ktory wskazuje na rozbieznosci obserwacji prowadzonych na materiale
pozyskanym  pos$miertnie 1 przyzyciowo: Wyniki  eksperymentéw in  vitro
przeprowadzonych w ramach Zadania Badawczego 2 wykazaly zbieing odpowieds?
fibroblastéw endometrium klaczy na egMD-M®"™™ S oraz eqgMD-M®™ 113 Tymezasem
badanie in vivo wykazalo, ze domaciczne podanie egMD-M®P"™ LS oraz eqgMD-M!-¥1113
wywolato zmiany w profilu transkryptomicznym, a takze w transkrypcji mRNA sktadnikéw
zwigzanych z macierzqg pozakomorkowg (ECM) i markerow zapalnych w endometrium
klaczy, ktore czesto wykazywaly przeciwstawny wzorzec. Stusznie Doktorantka zauwaza, ze
wyniki uzyskane z obserwacji in vitro sa wybiorczo jedynie pochodng aktywnosci
izolowanych fibroblastoéw, a wyniki uzyskane z eksperymentu in vivo prezentuja
aktywnos¢ calej struktury histologicznej endometrium. Istotng informacja wynikajaca z tej
czgsci obserwacji jest udowodnienie, ze makrofagi egMD-MO®FNLPS oraz eqMD-MO'
Y13 wywierajg odmienne efekty na endometrium klaczy w aspekcie oddziatywania na
macierz pozakomdrkowa oraz reakcj¢ zapalng. W tej czesci Dyskusji zabrakto mi analizy
uzyskanych wynikéw w oparciu o prace Woodward et al., (Reproduction 2013), oraz
Wojtysiak et al. (2020). Pierwsza z tych prac analizuje odpowiedZ endometrium na
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druga z tych praz opisuje sekrecj¢ bialek w macicy po sztucznej inseminacji. Wspolnym
mianownikiem tych prac oraz badan wlasnych Doktorantki jest praktycznie ten sam czas
pobierania préb do badan po zadziataniu wybranego czynnika, tj. nasienia lub podania
makrofagéw. We wskazanych pracach wykazano, ze w ciaggu kilku godzin od domacicznej
aplikacji czynnika draznigcego dochodzi do zmiany w ekspresji genéw odpowiedzialnych
za produkcje cytokin modulujacych proces zapalny oraz zaobserwowano wzrostu stgzenia
niektorych cytokin oraz bialek. Pragne zaznaczy¢, o czym wspomnialem juz wczesniej, ze
po wprowadzeniu do macicy klaczy obojetnie jakich substancji, momentalnie jest
aktywowana odpowiedz zapalna, i cze$¢ pracy doktorskiej prowadzona w ramach
eksperymentu in vivo w zasadzie opisuje wezesne zmiany wywotane bodZcem draznigcym,
ktéry moze w dtuzszej perspektywie prowadzi¢ do rozwoju endometrozy.

Oceniana praca analizuje wplyw makrofagbw na zespél procesow
degeneracyjnych, w tym widknienia okotogruczotowego w przebiegu endometrozy ale nie
bada czynnikéw sprzyjajacych pojawianiu si¢ makrofagéw w endometrium. Zastanawia
mnie jakie czynniki sprzyjaja zwigkszaniu si¢ ich liczby i aktywacji makrofagéw w
endometrium. Wiemy, ze kazdy bodziec draznigcy blong $luzowa macicy gwattownie
rekrutuje naplyw neutrofili, przewlekly stan zapalny sprzyja przewadze limfocytow w
strukturze nacieku zapalnego, a pojawienie si¢ eozynofilii jest prawdopodobnie powigzane
z aspiracjg powietrza do macicy. Niemniej cele postawione w pracy doktorskiej zostaty
zrealizowane.

Podsumowujgc uwazam recenzowang pracg doktorska za bardzo interesujacy
pozycje, rzucajaca nowe S$wiatto na rol¢ makrofagbw w modulacji procesow
towarzyszgcych zmianom degeneracyjnym w endometrium klaczy, co stanowi istotny krok
w zrozumieniu patogenezy tych zmian. Doktorantka prezentuje wysoka wiedzg teoretyczng
z zakresu problemow rozwigzywanych w pracy doktorskiej, czego dowodem jest
wyczerpujgcy i napisany w oparciu o aktualng literatur¢ Swiatowa przeglad piSmiennictwa
oraz zredagowana z duzg dojrzatoscig dyskusja. Na podkreslenie zastuguje réwniez
opanowanie przez Doktorantke szeregu zaawansowanych technik badawczych
koniecznych do realizacji zalozonych celow.

W oparciu o powyzsze uwazam, ze praca doktorska mgr. inz. Magdy Styszewskiej
pt.: Dynamics of endometrial macrophage subpopulations and their relevance in processes
associated with the development of mare endometrial fibrosis in the course of
endometrosis, odpowiada wymogom okreslonym w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r.
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stawianym kandydatom ubiegajgcym si¢ o nadanie stopnia naukowego doktora. W
zwigzku z powyzszym przedktadam wniosek do Rady Naukowej Instytutu Rozrodu
Zwierzat i Badan Zywnosci PAN w Olsztynie o dopuszczenie mgr. inz. Magdy
Styszewskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Jednocze$nie na bazie przestanek wyszczegdlnionych w recenzji, wskazujacych na
wysoka wartos¢ naukowa pracy doktorskiej, zastosowanie nowoczesnych technik
badawczych oraz mocno rozbudowang cze$¢ eksperymentalng pracy, znacznie
wybiegajacg ponad ogolnie stawiane wymogi, wnioskuje o wyrdznienie pracy doktorskiej

stosowna nagroda.




