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PRACY DOKTORSKIE] MGR MONIKI MAGDALENY BARYLA

wykonanej w Zespole Mechanizméw Dziatania Hormonow
Instytutu Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci Polskiej Akademii Nauk w Olsztynie
pod opieka naukowg Pani prof. dr hab. Agnieszki Wactawik i promotora pomocniczego
dr Piotra Kaczynskiego
nt.:

ZNACZEN]E PROKINETYCYNY 1 W PROCESACH ZWIAZANYCH Z FUNKCJA CIALKA
Z0YTEGO PODCZAS WCZESNE] CIAZY [ CYKLU RUJOWEGO U SWIN] DOMOWE]
(SUS SCROFA DOMESTICA L.)

Recenzja zostala przygotowana na wniosek Rady Naukowej instytutu Rozrodu Zwierzat i
Badan Zywnosci PAN w Olsztynie podjety w dniu 12 grudnia 2024 r.

Przedstawiona do recengzji rozprawa doktorska pani mgr Moniki Magdaleny Baryta nt.
"Znaczenie prokinetycyny 1 w procesach zwigzanych z funkcjg ciatka zottego podczas wczesnej
cigzyicyklurujowego u swini domowej (Sus scrofa domestica L.)" zostata wykonana w Zespale
Mechanizméw Dziatania Hormonéw Instytutu Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci Polskiej
Akademii Nauk w Olsztynie, pod opiekg naukowg Pani prof. dr hab. Agnieszki Wactawik i
promotora pomaocniczego pana dr Piotra Kaczynskiego. Praca doktorska zostata
zrealizowana w ramach projektu Narodowego Centrum Nauki Preludium-18
{2019/35/N/NZX9/03986] oraz ze érodkéw IRZiBZ PAN w Olsztynie w ramach Funduszu
Badan Wtasnych (18/FBW/2021).

Wyniki przedstawionej do recenzji pracy doktorskiej zostaty opublikowane w dwdch
spdjnie tematycznych pracach oryginalnych, w czasopismach indeksowanych przez ISI
Web of Science tj. w Scientific Reports (IF = 3,8; 140 pkt. MEIN) i Theriogenology (IF = 2,4;
140 pkt. MEIN). Praca doktorska zgodnie z Uchwala nr 2 Rady Naukowej IRZiBZ PAN w
Olsztynie z dnia 3 grudnia 2013 roku - wytyczne Rady Naukowej IRZiBZ w Olsztynie w
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sprawie przygotowania rozprawy doktorskiej w formie spojnego tematycznie zbioru
artykutéw - opatrzona jest zatgcznikami: syntetycznym komentarzem liczgcym 51 stron
tekstu zawierajacym: Streszczenie rozprawy w jezyku polskim i angielskim, Spis publikacji
sktadajgcych sie na rozprawe doktorska, Wstep, Hipoteze badawcza, Cel badan, Zadania
badawcze, Materiat i Metody, Wyniki, Dyskusje, Podsumowanie i Wnioski, Pismiennictwo,
Os$wiadczenia wspétautoréow o procentowym whkladzie poszczegbinych os6b w
przygotowanie publikacji wchodzacych w sklad rozprawy doktorskiej oraz opublikowane
2 prace oryginalne. Zatem, stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji praca doktorska
spetnia wszystkie wymogi zamieszczone w Zataczniku nr 2 do protokotu 9. posiedzenia
Rady Naukowej w dniu 3 grudnia 2013 r.

Magister Monika M. Baryla opublikowata wyniki w dwdch oryginalnych pracach
badawczych:

1. Baryla M., Goryszewska-Szczurek E., Kaczynski P., Balboni G., Wactawik A. 2023.
Prokinecitin 1 is a novel factor regulating porcine corpus luteum function. Scientific
Reports, 13(1):5085. DO1:10.1038/s41598-023-32132-3.

2. Baryla M., Kaczynski P., Goryszewska-Szczurek E., Wactawik A. 2024. The
regulation of the expression of prokineticin 1 and its receptors and its mechanism
of action in the porcine corpus luteum. Theriogenology, 226:39-48. DOL
10.1016/j.theriogenology. 2024.05.044

Prace te sa pracami zespotowymi, w ktérych Autorka jest pierwszym autorem z
indywidualnym, procentowym udziatem merytorycznym w opracowanie koncepcji, prace
laboratoryjna, analize i interpretacje wynikéw, zdobywaniem funduszy na badania,
opracowaniem pierwotnej i koficowej wersji manuskryptu wynoszacym odpowiednio 50
dla pierwszej publikacji i 55 dla drugiej publikacji. Wspétautorstwo to jest w petni
zrozumiate biorac pod uwage ogrom przeprowadzonej pracy z zastosowaniem metod ex
vivo, in vivo, in vitro i innych; oceniam zatem wkiad merytoryczny Autorki w
opublikowane prace jako znaczacy.

Tematyka podjeta w rozprawie doktorskiej wpisuje si¢ w zakres badan prowadzonych
przez promotor rozprawy pania profesor Agnieszke Wactawik obejmujacych mechanizmy
zachodzace w procesie matczynego rozpoznania ciazy, implantacji zarodka i rozwoju fozyska z
udziatem prostaglandyn, estradiolu i prokinetycyny 1. Przedstawiona do recenzji praca
doktorska poszerza wiedze dotyczaca roli prokinetycyny 1 i jej receptoréw w funkejt ciatka
z6ttego Swini w okresie wczesnej ciazy i cyklu rujowego.

Autorka stawia hipoteze, ze prokinetycyna 1 bierze udziat w regulacji funkcjonowania ciatka
z6ttego $wini domowej w okresie wezesnej ciazy (dzien 9, 12 i 14) i cyklu rujowego (dzien 9,
12 i 14), taki tez jest cel badawczy podjety zostal w pracy doktorskiej.

By udowodni¢ hipoteze i zrealizowaé cel badawczy magister M. Baryla wyznaczyta sobie 7
zadai badawczych, ktére konsekwentnie wykonywata, a ktére opisata w przedstawionych 2
oryginalnych pracach badawczych. Wyniki z realizacji zadania 1, 2, 4, 5, czeSci 6 17 staty sie
podstawg opublikowania pracy w Scientific Reports, natomiast wyniki przeprowadzonych
badan z zadania 3 i czeéci 6 zostaly opisane w pracy opublikowanej w Theriogenology.



Dla realizacji zatozonych zadan badawczych Autorka wykorzystata wiele zaawansowanych
technik badawczych w tym:

- analize ekspresji gendw - w zadaniach 1, 3, 41 6;

- analize ekspresji biatek - w zadaniach 11i 3;

- hodowle in vitro ultracienkich eksplantow ciatek zéttych - w zadaniach od 3 do 6;
- testy immunoenzymatyczne - w zadaniu 4;

- radioimmunologiczne oznaczenie VEGFA i progesteronu - w zadaniu 5;

- cytometrie przeptywowa — w zadaniu 5;

- test zywotnoéci Alamar Blue - w zadaniu 5;

- hodowle in vitro komérek endotelialnych i komérek érédbionka naczyn krwionoe$nych - w
zadaniu 6;

- test tworzenia sie struktur kapilaropodobnych - w zadaniu 6.

Do badan magister M. Baryta wykorzystata pozyskane od loch ciatka zotte cigzowe - z
wczesnych etapéw ciazy (okres rozpoznania ciazy - faza migracji zarodkéw i implantacji)
i pochodzace ze $rodkowej i pdznolutealnej fazy cyklu rujowego. Ciatka zbtte pobrano w
dniach istotnych dla funkgcji tego gruczotu dokrewnego - dzien 9 i 12 cyklu to w pelni
funkcjonalne ciatko zotte, dzien 14 to poczatek luteolizy, natomiast ciatko zotte ciazowe w
dniu 9 cigzZy to okres migracji zarodkéw, a 12 dzien ciazy to bardzo wazny okres
rozpoznawania matczynego ciazy i dziefi 14 poczatek implantacji zarodkéw. Chciatabym
podkresli¢ fakt bardzo debrego doboru dni cyklu rujowege i ciazy dla zbadania roli
prokinetocyny 1 w funkcjonowaniu ciatek z6ttych. Chciatabym pochwali¢ takze
wprowadzenie do komentarza rycin (schematy dos$wiadczen ex vivo, in vitro)
ulatwiajacych szybkie zrozumienie kiedy i w jakim celu ciatka z6tte byty pozyskiwane dla
realizacji poszczegodlnych zadan badawczych.

Pani mgr Monika Baryla przeprowadzita do$wiadczenia ex vivo, w ktorych badata profil
ekspresji mRNA i bialka dla prokinetocyny 1 i jej receptoréw PROKR1 i PROKRZ w ciatkach
z6ttych pochodzacych z dni: 9, 12 i 14 cyklu i ciazy. Nastepnie na pozyskanych ciatkach zottych
w dniach 12 i 14 dniach cyklu i cigzy przeprowadzita immunolokalizacje prokinetycyny 1 i
PROKR1 i PROKR2.

Badania in vivo Autorka przeprowadzila, by okresli¢ wptyw sygnatéw zarodkowych w
tym: estradiolu i PGE2 na ekspresje mRNA (Real-time PCR) i biatka prokinetocyny 1
(ELISA) ijej receptoréw R1i R2 (Western blot). Na szczegdlne podkreslenie zastuguje tutaj
procedura wprowadzenia kaniuli do obu rogéw macicy w celu 6-krotnej infuzji Ezi PGEz.

W kolejnym doswiadczeniu magister M. Baryla podjeta sie okreélenia wptywu czynnika
luteolitycznego PGFz na ekspresje mRNA prokinetocyny 1 i jej receptoréw R1i R2 w ciatkach
26ttych pozyskanych w 12 i 14 dniu fazy lutealnej i cigzy. Z tych samych dni pochodzity ciatka
zotte na ktdérych okreslono wplyw prokinetocyny 1 na szlak steroidogenezy (ekspresja genéw
STAR, HSD3E1, CYP11A1) i wydzielanie progesteranu.

Bardzo interesujacym jest doswiadczenie in vitro w ktorym Autorka okreslita wplyw
prokinetocyny 1 na angiogeneze (Real-time PCR, ELISA) wykorzystujac hodowle komérek
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endotelialnych i ultracienkie skrawki ciatek zéttych pozyskanych w 12 dniu cyklu. Autorka
zbadata wplyw prokinetocyny 1 na ekspresje gendéw zwigzanych z angiogenezy w tym: ANG,
ANGPTZ, FGF2, FTL1, KDR oraz okreélita wptyw prokionetocyny 1 na sekrecje¢ VEGFA przez
komérki do medium hodowlanego. W kolejnym doéwiadczeniu z tego samego dnia cyklu
pochodzity komérki érédblonka naczyn krwionoénych ciatka zoéitego pozyskane by
przeprowadzi¢ obserwacje formowania sie pod wplywem prokinetocyny 1 struktur
kapilaropodobnych wykorzystujgc do tego nakladke Angiogenesis Analyzer dla programu
Image J.

Cytometria przeptywowa zostala wykorzystana przez Autorke do zbadania zywotnosci
komorek lutalnych pozyskanych w 12 dniu cyklu rujowego.

Jestem pod bardzo silnym wrazeniem przeprowadzonych badan, zastosowanych tak licznych
technik badawczych, otrzymanych wynikéw i dojrzatej dyskusji z wynikami innych badaczy.

Postugujac sie szerokim wachlarzem metod Autorka wykazatla, Ze prokinetycyna 1 ijej receptor
PROKRT1 pelnig istotng role w funkcjonowaniu ciatka zéttego w cyklu i ciazy u §wini domowe;j.
Wyniki badan wskazuja, ze prokinetocyna 1 jest syntetyzowana i wydziatana w ciatku zéttym
swini gtéwnie z $rodkowej fazie lutealnej cyklu rujowego i podczas wczesnej cigzy, jest
czynnikiem zaangaZowanym w synteze progesteronu, angiogeneze, apoptoze komorek
lutealnych, ponadto prokinetocyna 1 stymuluje Zzywotnos¢ komérek i tkanki lutealne;j.

Przedstawiona do oceny praca doktorska Pani mgr Moniki Baryta stanowi oryginalne
osiggniecie naukowe. Starannie przemys$lana, a nastepnie konsekwentnie zrealizowana
koncepcja pracy, oparta zostala na nowoczesnych analizach, badaniach na nowatorskim
modelu in vitro - inkubacji komdérek $rddbtonka naczyn w celu oceny formowania sie struktur
kapilaropodobnych, czy badan in vivo w tym infuzji czynnikéw do rogéw macicy, co pozwolito
na obiektywna i krytyczna oceng probleméw postawionych w celu pracy i poszczegélnych
zadaniach badawczych.

Dysertacja swiadczy o duzej bieglosci Doktorantki w poruszanej przez Nig tematyce
odnoszgcej sie do okreslenia roli prokinetocyny 1 i jej receptoréw w funkcjonowaniu ciatka
zoltego §wini w czasie cyklu rujowego i wczesnej ciazy. Umiejetnodé krytycznej dyskusji
otrzymanych wynikéw $wiadczy o dojrzatoéci naukowej Doktorantki.

Biorgc pod uwage fakt, ze kazda z zalaczonych publikacji, ukazata sie w prestizowych czasopismach
naukowych, byla recenzowana przez przynajmniej trzech niezaleZnych recenzentéw, nie
czuje sie upowazniona do przeprowadzenia dodatkowych recenzji dotgczonych publikacji.

W ocenianej rozprawie doktorskiej trudno zreszta jest wskazac uwagi krytyczne.

KONKLUZJA

Rozprawe doktorskg nt. "Znaczenie prokinetycyny 1 w procesach zwigzanych z funkcjq ciatka
z6ttego podczas wczesnej ciazy i cyklu rujowego u swini domowej (Sus scrofa domestica L.}"
oceniam wysoko. Podjety przez Doktorantke temat jest istotny z naukowego i aplikacyjnego



punktu widzenia. Pragne podkregli¢, iz wykorzystane techniki eksperymentalne i metody
analiz laboratoryjnych umozliwity uzyskanie nowatorskich i wiarygodnych wynikdw.

7 przekonaniem stwierdzam, Ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska nt. "Znaczenie
prokinetycyny 1 w procesach zwigzanych z funkcjg ciatka zottego podczas wcezesnej ciazy i
cyklu rujowegoe u $wini domowej (Sus scrofa domestica L.)" i indywidualny wklad Doktorantki
spetniajg wymogi okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz.U. z 2024 r., poz.1571) i pozytywnie opiniuje rozprawe doktorska.

Zwracam sie do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci
Polskiej Akademii Nauk w Olsztynie, o przyjecie rozprawy doktorskiej Pani mgr MoniKi
M. Baryla i dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego i
nadanie pani Monice Baryla stopnia doktora nauk rolniczych w dyscyplinie zootechnika
i rybactwo.

Whnioskuje takze, do Rady Naukowej IRZiBZ PAN w Olsztynie o wyrdznienie rozprawy
doktorskiej pani mgr Moniki Baryta. Rozprawa doktorska charakteryzuje sie wyjatkowymi
aspektami poznawczymi wykraczajacymi  poza dyscypline zootechnika i ryhactwo.
Przedstawione wyniki wskazuja na mechanizm dziatania prokinetocyny 1 i jej receptorow w
funkcjonowaniu ciatka zéltego w cyklu rujowym i w akresie wezesnej cigzy.

Praca wnosi nowg wiedze o dziataniu tego waznego gruczotu dokrewnego, w szczegolnym
okresie — wczesnej cigzy, kiedy dochodzi do rozpoznawania matczynego cigzy i implantacji
zarodka, a takze okresu petnej jego pracy w srodkowej fazie cyklu rujowego. Wyniki te mozna
$émiato odniesé nie tylko do $wini, ale i innych gatunkéw. Praca wyrdznia sie oryginalnoscia
metod badawczych i ich wysokim opanowaniem przez Doktorantke, o czym Swiadcza
oswiadczenia pozostatych autoréw publikacii.
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