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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Moniki Magdaleny Baryly
Pt ,,Znaczenie prokinetycyny 1 w procesach zwigzanych
z funkcjq ciatka z6ttego podczas wezesnej cigzy i cyklu rujowego
u swini domowej (Sus scrofa domestica L.)”
wykonanej pod kierunkiem
prof. dr hab. Agnieszki Waclawik oraz dr. Piotra Kaczynskiego
w Zespole Mechanizméw Dzialania Hormonow
Instytutu Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci
Polskiej Akademii Nauk w Olsztynie

Przedlozona do oceny rozprawa doktorska zostata przygotowana na wniosek Rady
Naukowej Instytutu Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci PAN w Olsztynie.

OGOLNA CHARAKTERYSTYKA

Oceniana rozprawa doktorska sktada si¢ z dwoch oryginalnych publikacji — nizej
wyszczego6lnionych — opublikowanych w jezyku angielskim w renomowanych czasopismach
z listy Journal Citation Reports, ktérych wskazniki naukometryczne sg wysokie. f.aczny
wskaznik /F' z roku opublikowania wynosi 6,2 a liczba punktéw wg Komunikatu Ministra
Nauki z dnia 5 stycznia 2024 r. wynosi 280.

1. BARYLA M., GORYSZEWSKA-SZCZUREK E., KACZYNSKI P., BALBONI G.,
WACLAWIK A. 2023. Prokineticin 1 is a novel factor regulating porcine corpus luteum
function. Scientific Reports, 13(1): 5085. DOI: 10.1038/s41598-023-32132-3. (IF — 3,8;
pkt. MNiSW — 140)

2. BARYLA M., KACZYNSKI P., GORYSZEWSKA-SZCZUREK E., WACLAWIK 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. DOI:

10.1016/j.theriogenology.2024.05.044. (IF — 2,4; pkt. MNiSW — 140)
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Publikacje sg wspdtautorskie (od 4 do 5 autoréw) przy czym Doktorantka jest w nich
pierwszym autorem. Autorem korespondencyjnym w obydwu publikacjach jest Pani Promotor,
prof. dr hab. Agnieszka Wactawik. Z przedtozonych o$§wiadczen wspotautoréw wynika, ze Pani
mgr Monika Baryla pelita wiodacg role w powstawaniu tych publikacji. Jej indywidualny
udzial w powstaniu publikacji jest szacowany na 50 oraz 55% 1 nie budzi watpliwosci. Zbior
publikacji stanowigcych zasadniczg czgs¢ rozprawy doktorskiej uzupelniony jest
polskojezycznym opracowaniem, w sktad ktorego wchodzi: spis tresci, streszczenie w jezyku
polskim i1 angielskim, spis publikacji sktadajacych si¢ na rozprawe doktorska, wstep, hipoteza,
cel, zadania badawcze, materiat i metody, wyniki, dyskusja, podsumowanie i wnioski,
pismiennictwo (63 pozycje) oraz oswiadczenia wspotautoréw. Doktorantka opracowata
przejrzyste schematy, ktore w pelni oddaja istote realizowanych zadan badawczych. Na uznanie
zastuguje fakt, ze, prezentowane wyniki badan uzyskano dzigki realizacji projektu badawczego,
ktorego kierownikiem jest Doktorantka (PRELUDIUM 18, 2019/35/N/NZ9/03986),
finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki.

Pod wzgledem formalnym oceniana rozprawa spetnia wszystkie wymogi stawiane tego typu
opracowaniom.

OCENA MERYTORYCZNA ROZPRAWY

Tematem badawczym podjetym w ramach rozprawy doktorskiej bylo okreslenia roli
prokinetycyny 1 (PROK1) w procesach zwigzanych z funkcjonowaniem ciata zéttego (CL)
$wini domowej w okresie wczesnej cigzy i cyklu rujowego. Ciatko zétte petni kluczowa role
w wydzielaniu progesteronu (P4), ktory jest niezbedny do zapoczatkowania i utrzymania cigzy.
Prawidtowa struktura i funkcja CL determinuja potencjal rozrodczy zwierzat, a wszelkie
zaburzenia w tym obszarze moga go istotnie ostabi¢. Liczne doniesienia naukowe potwierdzaja,
ze zdolnosci rozrodcze cztowieka i zwierzat gospodarskich ulegaja pogorszeniu. Nie dziwi
zatem fakt, ze od wielu lat naukowcy podejmujg probe wyjasniania mechanizmoéw regulujacych
funkcjonowanie CL, szczeg6lnie w okresie wezesnej cigzy, kiedy ryzyko utraty zarodkow jest
wysokie. Warto podkresli¢c rowniez trafnos¢ wyboru modelu badawczego zastosowanego
w doswiadczeniach. Swinia domowa jest nie tylko gatunkiem o duzym znaczeniu
ekonomicznym, ale rowniez doskonatym modelem eksperymentalnym do badania okreslonych
mechanizmoéw i procesow fizjologicznych oraz patofizjologicznych cztowieka.

Ze wzgledu na swoja kluczowa rolg w procesie angiogenezy, PROK1 jest rowniez okreslana
jako czynnik wzrostu §rodbtonka naczyniowego zaleznego od gruczotéw dokrewnych (EG-
VEGF). Wykazano, ze peptyd ten odgrywa istotng rol¢ w procesach rozrodczych samic,
szczegbdlnie w fizjologii jajnikow, receptywnosci blony $luzowej macicy, a nawet
w implantacji. Badania sugerujg, ze PROK1 moze by¢ kluczowym mediatorem proceséw
niezbednych do ustanowienia i prawidtowego rozwoju ciazy. Poznanie i zrozumienie roli
czynnikdw warunkujacych funkcjonowanie CL moze w przysziosci przyczyni¢ si¢ do
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poszerzenia mozliwosci terapeutycznych wspierajacych prawidtowy przebieg cigzy. Tematyke
badawczg ocenianej rozprawy doktorskiej uwazam za interesujgca i aktualng, a podjecie badan
w tym zakresie za w pelni uzasadnione. O istotnosci i nowatorskim charakterze badan w tym
zakresie moze rowniez §wiadczy¢ fakt uzyskania bardzo wysokiej ich oceny, a co z tym idzie
— finansowania przez NCN na ich prowadzenie w ramach wymienionego wczesniej projektu.
Na podkreslenie zastuguje fakt, ze Doktoranta w polskojezycznym opracowaniu rzetelnie
1 precyzyjnie wskazata, co juz zostalo zbadane, a co stanowi nowos$¢ w jej rozprawie
doktorskie;j.

Hipoteza badawcza rozprawy doktorskiej zaktadata, ze PROK1 bierze udziat w regulacji
funkcjonowania CL $wini domowej (Sus scrofa domestica L.) w okresie wczesnej cigzy oraz
podczas cyklu rujowego. W celu jej weryfikacji okreslono profile ekspresji gendéw i bialek
PROKI1 oraz jej receptoréw w CL w czasie cyklu rujowego i we wczesnej ciazy, a takze
lokalizacj¢ biatek PROK1 i jej receptoréw w CL. Zbadano wptyw sygnatéw zarodkowych
(estradiolu - E2, prostaglandyny E2 - PGE2) oraz czynnika luteolitycznego (prostaglandyny
F20 - PGF2a) na ekspresje gendéw i biatek PROK1 oraz jej receptorow w CL in vitro i in vivo.
Okreslono wptyw PROKI na ekspresj¢ genow czynnikow zaangazowanych w szlak
steroidogenzy oraz na uwalnianie P4 przez CL. Ponadto zbadano wplyw PROK1 na zywotno$¢
tkanki CL, apoptoze komorek lutealnych oraz proces angiogenezy w CL. Nalezy podkresli¢, ze
oceniane prace sg spojne pod wzgledem tematycznym i metodycznym oraz warto$ciowe pod
wzglgdem poznawczym. Pozytywnie oceniam uzasadnienie podjecia badan, postawiong
hipotezg badawczg i sformutowany cel badan. W mojej opinii cel zostat w petni zrealizowany.
Zakres stosowanych metod i analiz laboratoryjnych jest szeroki, co wskazuje na duze
umiejetnosci Doktorantki i bogaty warsztat eksperymentalny. Wykorzystano w niej wiele
technik m.in. izolacje RNA 1i biatek, real-time PCR, elektroforeze SDS-PAGE, Western blot,
immunohistochemie, hodowle in vitro eksplantatow CL, hodowle in vitro komérke lutealnych
oraz komoérek srodblonka naczyn krwionosnych, test radioimmunologiczny, test
immunoenzymatyczny, cytometri¢ przeptywowa, test zywotnosci tkanek z uzyciem Alamar
Blue, test funkcjonalny tworzenia si¢ struktur kapilaropodobnych oraz test proliferaciji
komorek. Zastosowane analizy laboratoryjne sa wlasciwie dobrane do zalozonego celu
badawczego. Chciatabym zaznaczy¢, ze powyzsze techniki wymagaly ogromnego nakladu
pracy, co zastuguje na uznanie.

Doktorantka wykazata obecnos¢ genow i biatek PROKI1 oraz jej receptorow w CL $wini,
a profile ich ekspresji zmienialy si¢ w zaleznosci od dnia cyklu i cigzy. Potwierdzono
lokalizacje biatka PROKI i jej receptoréw w komorkach steroidogennych oraz naczyniach
krwionosnych CL. Za szczegolnie istotne nalezy uznaé wyniki uzyskane zaréwno w warunkach
in vitro, jak 1 in vivo, ktére wykazaty, ze E2 i PGE2 - hormony wydzielane m.in. przez
rozwijajace si¢ zarodki - stymulujg ekspresje PROK1 oraz jej receptora PROKR1 w CL $wini.
Wyniki te wskazujg na istotng role¢ PROK1 w mechanizmach zabezpieczajacych CL przed
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luteolizg. Ponadto stwierdzono stymulujacy wplyw PGF2a na ekspresje genu PROK1 w CL
swini w 12. i 14. dniu cyklu rujowego, co sugeruje jej potencjalng rola w procesie luteolizy.
Szczegdlnie interesujace 1 wartosciowe sg rowniez wyniki wskazujace, ze PROK1 reguluje
kluczowe procesy zwigzane z funkcjonowaniem CL, takie jak steroidogeneza, apoptoza,
proliferacja i angiogeneza. Wykazano, ze PROK 1 pobudza synteze P4 w CL w 12. dniu cigzy
m. in. poprzez wplyw na ekspresje genéw czynnikéw zaangazowanych w steroidogeneze
(HSD3B1, STAR i CYP11AI). Ponadto PROK1 hamuje apoptoze komorek lutealnych swini
oraz zwieksza ich zywotnos¢é. Wykazano rdwniez, ze PROK1 stymuluje angiogeneze zarowno
bezposrednio, poprzez zwickszenie proliferacji komodrek srodbtonka i tworzenie struktur
kapilarnych w ciatku zottym, jak i posrednio, poprzez modulacje czynnikéw angiogennych.
Dodatkowo stwierdzono, ze PROKI1 moze pobudza¢ angiogeneze¢ poprzez aktywacje
wewnatrzkomoérkowych szlakow sygnalowych, takich jak kinaza biatkowa aktywowana
mitogenami (MAPK), kinaza biatkowa B (AKT) i kinaza biatkowa treoninowo-serynowa
(mTOR). Uzyskane wyniki potwierdzaja, ze PROK1 pelni istotng role w regulacji funkeji CL
$wini zarowno w fazie srodkowo-lutealnej cyklu rujowego, jak i we wczesnej cigzy.

Doktorantka, pomimo uzyskania licznych wynikéw, zaprezentowata je bardzo starannie
i logicznie. Dokumentacja graficzna wynikdw w postaci rycin, zdje¢ i tabel jest czytelna
i przejrzysta. Doktorantka wykazata si¢ roéwniez umieje¢tnoscia wnikliwej analizy
i interpretacji prezentowanych wynikow w $wietle aktualnej literatury. Moim zdaniem dyskusja
wynikow w pracach oryginalnych i polskojezycznym opracowaniu jest wszechstronna
i wyczerpujgca. W pracach oryginalnych i polskoj¢zycznym opracowaniu Doktorantka trafnie
i syntetycznie podsumowuje uzyskane wyniki. Po analizie tej czesci rozprawy stwierdzam, ze
wyniki uzyskane przez Doktorantke sg oryginalne, interesujace i maja duzg wartos¢ naukowa.
Oceniana rozprawa doktorska stanowi istotny wklad w rozwéj dyscypliny zootechnika
i rybactwo. Problemy z ptodnoscig stajg si¢ coraz powszechniejsze i dotycza zarowno ludzi, jak
i zwierzat, dlatego konieczne sg dalsze badania, ktore umozliwig rozwdj skutecznych terapii
wspierajacych ptodnos¢ 1 prawidtowy przebieg cigzy.

SUGESTIE, UWAGI I PYTANIA
Po analizie ocenianej rozprawy doktorskiej nasunety mi si¢ nastepujace uwagi, sugestie

i pytania:

1. Prosze o wyjasnienie celu porownywania profili ekspresji genéw i biatek PROK1 oraz jej
receptorow w CL pomiedzy wszystkimi badanami dniami cyklu i cigzy?

2. Watpliwosci budza bloty dotyczace ekspresji biatka referencyjnego, dehydrogenazy
aldehydu 3-fosfoglicerynowego (GAPDH) przedstawione w publikacji nr 1 na rycinie 1D
(dzien 9) i na rycinie 1F oraz w publikacji nr 2 na rycinie 3F. Przedstawione bloty sugeruja
zmienng ekspresje biatka pomiedzy badanymi probami, co w przypadku biatka
referencyjnego nie powinno mie¢ miejsca. Mam $wiadomos¢, ze nie nalezy rozwazac
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10.

11.

12.

roznic w ekspresji bialek, opierajgc si¢ wylgcznie na reprezentatywnych blotach. Dlatego
tez, warto byloby wykonaé analizy statystyczne uwzgledniajace ekspresje tego biatka
1 przedstawi¢ wyniki.

W pracy wykazano, ze PROK1 stymuluje synteze P4 przez eksplantaty CL. m. in. poprzez
wplyw na ekspresje gendw czynnikow uczestniczacych w procesie steroidogenezy: STAR,
HSD3BI1 oraz CYP11A41. Cennym uzupetnieniem wynikéw bytaby analiza ekspresji biatek
i aktywnosci enzymow zaangazowanych w proces steroidogenezy oraz identyfikacja
wewnatrzkomorkowych szlakow sygnatowych. Czy tego rodzaju badania sg planowane?
Aby uzupehi¢ wyniki uzyskane metoda cytometrii przeplywowej, warto bytoby okresli¢
aktywnos¢ kaspazy-3 (efektorowej proteazy apoptozy), a takze kaspazy-8 i kaspazy-9
(kaspaz inicjatorowych). Analiza ta pozwolitaby jednoznacznie potwierdzi¢ aktywacje
procesu apoptozy oraz okresli¢, ktory ze szlakéw — zewnetrzny (kaspaza-8) czy
wewnetrzny (kaspaza-9) — jest dominujgcy w badanym modelu. Wyniki dostarczytyby
kluczowych informacji o mechanizmie $§mierci komorkowej i zwickszyty wartos¢ naukowa
badan.

W pracy wykazano bezposredni i posredni wplyw PROKI1 na proces angiogenezy w CL
$wini. Nie stwierdzono jednak wplywu PROKI1 na ekspresje gendéw angiopoetyny
2 (ANGPT?2), czynnika wzrostu fibroblastow 2 (FGF?2), receptora 1 (FLT1) oraz receptora
2 (KDR) dla czynnika wzrostu $rdédblonka naczyn krwionosnych. Prosze o sugestie
dotyczace mozliwych przyczyn tego zjawiska. Czy rozwazano analize ekspresji biatek tych
czynnikow?

Czy sprawdzono normalnos¢ rozktadu danych? Jesli tak, to jakg metoda? W publikacjach
oraz w polskojezycznym opracowaniu nie podano na ten temat informacji.

W polskojezycznym opracowaniu brakuje informacji o temperaturze przylaczania
starterOw w opisie metody real-time PCR.

Proszg¢ o uzupelnienie informacji dotyczacej procentowosci zeli Tris-Tricine SDS-PAGE.
W publikacji nr 1, w podpisach pod rycinami nr 4 i 7, brakuje wskazania wartosci p.

W publikacji nr 1, na rycinie 7, nie znalaztam wynikéw dotyczacych braku wplywu
PROK1 na ekspresje gendw ANGPT2, FGF2, FLTI oraz KDR, co wskazano na stronie 32
polskojezycznego opracowania.

W publikacji nr 1, w opisie wynikow eksperymentu 4, znajduje si¢ zdanie dotyczace
stymulujgcego wptywu PROKI1 na proces apoptozy: ,,These stimulating effects of PROK1
on apoptosis and the viability of luteal cells were diminished using PROK1 antagonist
(PC7).” Jednak uzyskane wyniki wskazujg, ze PROK1 hamuje proces apoptozy komorek
lutealnych, co opisano wczesniej w tym samym akapicie. Zdanie to wymaga korekty.

W publikacji nr 1 brakuje informacji o wspolczynnikach zmiennosci (wewnatrz-
i miedzyseryjnych) dla analizy sekrecji czynnika wzrostu srédblonka naczyn
krwionos$nych typu A (VEGFA) metodg ELISA.
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13. W publikacji nr 2, w opisie ryciny 4, wskazano, ze istotnie roznice statystycznie oznaczono
literami od a-c, jednak na rycinie widniejg tylko a i b.

PODSUMOWANIE

Reasumujac, rozprawe doktorska Pani mgr Moniki Baryly oceniam bardzo wysoko. Z pelnym
przekonaniem stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska stanowi oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego. Uzyskane przez Doktorantke wyniki dostarczajg nowych
danych, ktére s3 cennym uzupelnienie badan zmierzajacych do przezwyciezania probleméw
zwigzanych z nieplodnoscia, a takze moga stanowi¢ podstawe do prowadzenia kolejnych
eksperymentéw. Dwie oryginalne prace, bgdace podstawa rozprawy doktorskiej, sa rzetelnie
przygotowane, zawieraja jasno okreslony cel, staranny opis przeprowadzonych doswiadczen
1 uzyskanych wynikéw oraz wnikliwa i dojrzata dyskusja. Na podkreslenie zastuguje istotna
tematyka rozprawy doktorskiej, szeroki zakres prowadzonych badan oraz kompleksowe
podejscie do rozpatrywanego problemu. Doktorantka wykazala sie doskonatym
przygotowaniem merytorycznym oraz umiejgtnoscia postugiwania si¢ réznorodnymi metodami
badawczymi. Na podstawie analizy ocenianej rozprawy doktorskiej mozna stwierdzi¢,
ze Doktorantka zdobyla niezbedne doswiadczenie i umiejetnosci przydatne w przysziej pracy
badawczej. Nalezy rowniez doceni¢ jej dorobek naukowy, obejmujacy dwanascie publikacji
(wedtug bazy Web of Science Core Collection ilos¢ cytowan (bez autocytowan) wynosi 119,
aindeks H - 9). Zawarte w mojej recenzji uwagi, sugestie oraz pytania nie podwazajg wysokiej
wartosci zaprezentowanych wynikoéw, lecz majg na celu wzbogacenie naukowej dyskusji. Mam
rowniez nadziej¢, ze zostang wykorzystane w przygotowaniu kolejnych publikacji oraz
w przysztej pracy naukowe;j.

WNIOSEK KONCOWY

W moim przekonaniu, przedstawiona do oceny rozprawa doktorska pt. ,,Znaczenie
prokinetycyny 1 w procesach zwiqzanych z funkcjq ciatka 6ltego podczas wczesnej cigzy
i cyklu rujowego u swini domowej (Sus scrofa domestica L.)” stanowi oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego i spelnia wszystkie wymagania — okreslone w art. 187
Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2024 r.
poz. 1571) stawiane rozprawom doktorskim. Na tej podstawie zwracam si¢ do Rady
Naukowej Instytutu Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci PAN w Olsztynie z wnioskiem
o dopuszczenie Pani mgr Moniki Baryly do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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Jednoczesnie biorac pod uwage wysoki poziom naukowy zaprezentowanych
wynikow badan oraz ich oryginalny charakter, co znajduje odzwierciedlenie
w opublikowaniu ich w czasopismach o §wiatowym zasiegu, pragne przedlozy¢ Wysokiej

Radzie wniosek o wyréznienie niniejszej pracy.

Olsztyn, 17 lutego 2025 r.

7 powazaniem

Mrwz/ &J&J&/

7

R e o e o e o R T R A S S T 4 R S e L e O R e

ul. Michata Oczapowskiego 1A,
10-719 Olsztyn
http://wbib.uwm.edu.pl/




