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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Moniki Baryty
wykonanej w Instytucie Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci PAN w Olsztynie
pod kierunkiem prof. dr hab. Agnieszki Wactawik oraz dr Piotra Kaczyriskiego (promotor pomocniczy)

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska pt. ,Znaczenie prokinetycyny 1 w procesach zwigzanych z
funkcjq ciatka zéttego podczas wczesnej ciqzy i cyklu rujowego u $wini domowej (Sus scrofa domestica L.)” to zwiezte
opracowanie w oparciu o dwie spojne tematycznie prace oryginalne, opublikowane w 2023 i 2024 roku w
rozpoznawalnych czasopismach miedzynarodowych o dobrych wskaZnikach (wskazane ponizej). Praca
doktorska powstata dzieki finansowaniu projektu NCN Preludium (2019/35/N/NZ9/03986) oraz Funduszy
Instytutu.

1) Baryla M, Kaczynski P, Goryszewska-Szczurek E, Waclawik A. The regulation of the expression of
prokineticin 1 and its receptors and its mechanism of action in the porcine corpus luteum.
Theriogenology. 2024 Sep 15;226:39-48. doi: 10.1016/j.theriogenology.2024.05.044.

2) Baryla M, Goryszewska-Szczurek E, Kaczynski P, Balboni G, Waclawik A. Prokineticin 1 is a novel
factor regulating porcine corpus luteum function. Sci Rep. 2023 Mar 29;13(1):5085. doi:
10.1038/541598-023-32132-3.

Praca zostata wykonana zgodnie z wymogami stawianymi przez Instytut. Autorka rozprawy zawarta
stosowne oswiadczenia o wktadzie merytorycznym wspotautorow w powstanie publikacji. Jasno wynikach z
nich, ze doktorantka petnita wiodaca role badawcza (50 i 55%), co zostato takze zawarte szczegdtowo w
opublikowanych pracach (od wykonania badan po pisanie prac oraz odpowiedzi na recenzje). Rozprawa liczy
tacznie 50 stron, a sktadaja sie na nig rozdziaty: streszczenie w jezyku ojczystym i angielskim, wstep, opis
hipotezy i celéw badawczych, materiat i metody, wyniki dyskusja, podsumowanie i wnioski oraz spis literatury.
Do rozprawy dotaczono kolorowe kopie obu oryginalnych prac twoérczych. W spisie tresci zabrakto
odniesienia do jednego z rozdziatow, zatytutowanego ,wnioski”, ktéry syntetycznie miat wskazac
najwazniejsze znaczenie wynikéw. Ewentualnie moze stanowic integralng czesé rozdziatu ,Podsumowanie i
wnioski”, gdzie pierwsza czes¢ tego rozdziatu stanowi podsumowanie osiggniecia, a dalej wyciagniete wnioski.

Na wstepie chciatbym zaznaczyc, ze zespdt prof. Agnieszki Wactawik od wielu lat prowadzi badania
m.in. z zakresu molekularnych mechanizmoéw decydujacych o prawidtowym rozwoju wczesnej ciazy oraz
komunikacji przedimplantacyjnego zarodka z matka u zwierzat gospodarskich. Opieka naukowa nad
wyjasnieniem roli prokinecytyny 1 w regulacji ciatka zottego stanowi poszerzenie dotychczasowego obszaru
badawczego. PROK1 to peptyd, ktéry ulega silnej ekspresji w tkankach endokrynnych, np. nadnerczach,
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jadrach, jajnikach, a takze tozysku. Swojg aktywnos¢ biologiczna wypetnia za posrednictwem dwoch
receptorow sprzezonych z biatkiem G, zwanych receptorem prokinetycyny-1 (PROKR1)i-2 (PROKR2). Cho¢
do tej pory nie opublikowano wiele prac opisujacych funkcje PROK1 i 2, to na podstawie dotychczasowych
doniesien uwaza sie, ze prokinecytyny odgrywajg istotng role w ptadnosci u ludzi czy przezuwaczy. Duza role
przypisuje sie przede wszystkim w regulacji rozwoju tozyska czy szlakéw sygnatowych rozpoznania
wczesnych etapow cigzy (rozwoju zarodkowego), czy procesach angiogenezy. Wysoka ekspresja zostata
odnotowana w pecherzykach jajnikowych oraz ciatkach zéttych, a zaburzenia profilu ekspresji wiazano z
patologia rozwojutozyska, hipotrofii ptodu i preeklampsja. Co ciekawe, w badaniach uwzgledniajgcych oocyty
cztowieka, w przebiegu procedury zaptodnienia pozaustrojowego, wykazano, ze stezenie PROK1 w
pecherzykach jajnikowych moze byc¢ biomarkerem potencjatu rozwojowego, ktéry jest niezwykle istotny dla
efektywnego zaptodnienia i rozwoju zarodka przedimplantacyjnego.

Hipoteza pracy jest klarowna i jednoznaczna, a cele dobrze odzwierciedlajg charakter
przeprowadzonych badan. Doktorantka postawita kilka zadan badawczych, odnoszac je do publikacji
wchodzacych w sktad rozprawy. W rozprawie stawiane sg istotne pytania, bedgce wynikiem i rozwinieciem
prowadzonych przez zespdt wczesniej badan. Obie prace sktadajgce sie na rozprawe bardzo dobrze i
szczegotowo dokumentuja wykonane eksperymenty i rzeczowo opisujg uzyskane wyniki. Autorka rozprawy
projektujac doswiadczenia zadbata o dobdr grup badanych poprzez stosowanie zmiennych stezen czynnikow,
ich dobor w réznych konfiguracjach czy stosowanie peptydow. Badania zostaty zaprojektowane zaréwno w
warunkach hodowli in vitro oraz w warunkach in vivo z uwzglednieniem przetokowanych zwierzat. W
badaniach wykorzystata kilka powszechnie wykorzystywanych technik biologii molekularnej, jak qPCR,
Western-Blot, ELISA czy metody immunochemiczne z wykorzystaniem izotopéw promieniotwérczych (RIA)
wigcznie, co swiadczy o szerokim doswiadczeniu na tym etapie kariery naukowej i przygotowaniu do dalszej
pracy badawczej.

W samym skréconym opisie rozprawy doktorskiej zabrakto w mojej opinii charakterystyki gendw i
biatek PROK1 oraz jej receptordw chocby w ujeciu graficznym. Zadania badawcze obejmowaty w wiekszosci
prace w oparciu o poziomy mRNA lub biatka, stad przydatna bytaby informacja o budowie genu kodujacego
PROK1 oraz ewentualnych izoformach. Ponadto, w opracowaniu nie znalaztem informacji o liczbie ujetych w
doswiadczeniu zwierzat, ktore natomiast znalaztem w zataczonych publikacjach. Uwazam jednak, ze jest to
jedna z gtownych metodycznych informacji, ktore przed siegnieciem do publikacji, zaspokajaja ciekawod¢
recenzenta. Ma to szczegdlne znaczenie w zaplanowanych doswiadczeniach in vivo, podczas ktorych
zmiennos¢ osobnicza moze wptywac istotnie na obserwowane zmienne. Autorka jednak zadbata o graficzne
przedstawienie etapdw badan, utatwiajac czytelnikowi rozréznienie nastepujacych po sobie doswiadczen,
przy duzejich zaplanowanej liczbie.

W rozdziale Materiat i metody, podrozdziale izolacja RNA i odwrotna transkrypcja oraz real time
PCR, podobnie jak w zataczonych pracach brakuje informacji czy stosowano kontrole efektywnosci reakcji
dla wszystkich analizowanych gendw. Jest to szczegolnie istotne, gdy ekspresja mRNA gendw badanych jest
porownywana migedzy soba, a nie wielka zmiana efektywnosci wprowadza duzy btad w odczycie poczatkowej
ilosci matrycy, ktory nie wynika z kontekstu biologicznego. Akronim CT nie oznacza pierwszego cyklu, w
ktorymwykrywana jest emisja fluorescencji. Fluorescencja jest mierzona dlawszystkich prébw kazdym cyklu,
ale wartos¢ CT (lub Cp, Cq) oznacza przekroczenie wartosci fluorescencji tta reakcji. Chciatbym jednak
docenic¢, ze Autorka przeprowadzita analize ekspresji mRNA biorac pod uwage wytyczne ,MIQE guidelines” i
typujac geny referencyjne na podstawie ich stabilnosci. Dla zaspokojenia ciekawosci, warto zawrzed
informacje na ilu probach taka walidacje prowadzono i dlaczego wpisano pomiar stezenia wykorzystujac
zarowno Bioanalyzer oraz Nanodrop? Proponuje réwniez stosowanie w opracowaniu polskojezycznym
terminu sondy hydrolizujace, a nie Tagman, ktdra to stanowi chronione prawem oznaczenie komercyjnego
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produktu firmy Roche.

Opis wynikéw i dyskusja sg obszerne, a nawet wyczerpujace. W opracowaniu, zabrakto mi jednak
argumentow zwigzanych z liczbg obecnych na jajnikach ciatek z6ttych. Czy znane sg mechanizmy, ktére moga
odpowiada¢ za wzmozong ekspresje czynnikow sygnalizacyjnych w zaleznosci od architektury tkanki
jajnikowej t]. liczby obecnych ciatek zottych? Swinia domowa jako zwierze poliowulacyjne, charakteryzuje sie
zmiennoscia liczby prosigt w miocie. Ciekawe zatem wydaje sie wyjasnienie zaleznosci pomiedzy liczba
rozwijajgcych sie zarodkow i/lub stezeniem sygnatow wydzielanych przez rozwijajace sie zarodki wzgledem
responsywnej tkanki jajnikowej. Czy poziom ekspresji PROK1 bedzie zalezat od liczby obecnych CL oraz jak
moze ksztattowac¢ sie w przypadku gatunkéw monoowulacyjnych? W drugiej pracy rozprawy
(Theriogenology) doswiadczenia in vitro uwzgledniajg zwierzeta inseminowane w pierwszej rui. Czy takie
podejscie mogto wptynac¢ na obserwowane wyniki? W przypadku badan na potencjatem rozwojowym
oocytow, a pdzniej zarodkow, uwaza sie, ze pierwsza inseminacje najlepiej wykonywac po 2-3 naturalnych
cyklach. W przypadku badan transkryptomicznych i proteomicznych nie zawsze, a nawet stosunkowo rzadko,
obserwuje sie korelacje poziomow ekspresji genu i biatka. W przypadku doswiadczenia in vitro obserwowano
podwyzszona ekspresje mRNA PROK1 pod wptywem dziatania E2 oraz E2 i PGE2, a na poziomie biatka,
jedynie pod wptywem estradiolu. Jak mozna wyjasni¢ takg zaleznos$c¢? Z kolei doswiadczenie in vivo z
administracjg do jednego rogu hormondéw skutkowato stosunkowo zréznicowanym poziomem ekspresji
mRNA PROK1 w obrebie grup placebo. Zwracam uwage, ze w rozprawie zamiennie w kilku miejscach
stosowany jest zapis ,ekspresja mRNA” i ,ekspresja genu” w jednoczesnym zestawieniu ,ekspresji biatka”.
Zgodnie z centralnym dogmatem biologii molekularnej termin ekspresja genu obejmuje proces transkrypcji i
translacji, wiec w tym przypadku prawidtowo powinno stosowac sie zapis ekspresji na poziomie mRNA.

Rzecz jasna uwagi te nie wptywaja na wartos¢ merytoryczng pracy, a sktaniajg do dyskusji.
Podsumowujac uwazam, ze przedstawiona praca doktorska ma wysokg wartos¢ merytoryczng,
udokumentowang cennymi wynikami, a przede wszystkim stanowigcymi oryginalne osiggniecie badawcze,
publikowane po raz pierwszy na tym gatunku i w takim ujeciu eksperymentalnym. Ponadto zostata napisana
przystepnie, fachowym jezykiem o dobrej konstrukgji stylistycznej. Przede wszystkim w zaplanowanych
kolejno eksperymentach Doktorantka wykazata po raz pierwszy profil ekspresji PROK1 i jego zmiany pod
wptywem dziatania czynnikdéw pochodzenia zarodkowego. Prokinetycyna 1 ogranicza proces luteolizy we
wczesnej fazie cigzy oraz wptywa na synteze progesteronu.

Majac powyzsze na uwadze stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Moniki Baryty spetnia warunki
stawiane pracom doktorskim w mys| artykutu 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku Prawo o szkolnictwie
wyzszym inauce (Dz. U.z 2018 poz. 1668) i wnosze do Rady Naukowe] Instytutu Rozrodu Zwierzat i Badan
Zywnosci PAN w Olsztynie o dopuszczenie Pani mgr Moniki Baryty do dalszych etapéw postepowania o
nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk rolniczych, w dyscyplinie zootechnika i rybactwo.
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