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RECENZJA
Rozprawy doktorskicj Pani mgr Aleksandry Zlotkowskiej pt.. Udzial chemokin w
przebudowie blony S$luzowej macicy $wini, wykonanej pod kierunkiem dr hab. Anecty
Andronowskiej, profesor Instytutu w Zakladzie Mechanizméw Dziatania Hormondw,

Instytutu Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnoéci Polskiej Akademii Nauk w Olsztynie.

Przedstawiona do oceny Rozprawa doktorska Pani mgr Aleksandry Zlotkowskiej jest
Jednotematycznym cyklem opatrzonym tytutem ,,Udzial chemokin w przebudowie blony
sluzowej macicy Swini”, w sklad ktérego wchodza 3 oryginalne publikacje.

W pierwszej publikacji: Zlotkowska A, Andronowska A.: Variable chemokine expression
in porcine trophoblasts and endometrium during the peri-implantation period. Theriogenology:
2019, 131: 16-27. doi: 10.1016/j.theriogenology.2019.03. 010, Pani mgr Aleksandra
Zlotkowska jest pierwszym autorem, a jej udzial w niniejszej publikacji zostat oceniony na
65% i obejmowat: wspdtudziat w opracowaniu koncepcji badan i projektowaniu do$wiadczen,
pobranic materiatu i wykonanie doswiadczei, analiza i opracowanie wynikéw, przygotowanie
manuskryptu. Praca opublikowana zostata w czasopi$mie Theriogenology, ktérego IF za rok

2019 wyniost 2,29, a liczba punktow MNiSzW= 140.

W drugiej publikacji: Zlotkowska A, Andronowska A.: Chemokines as the modulators of
endometrial epithelial cells remodelling. Scientific Reports; 2019, 9: 12968 (1-9). doi:
10.1038/s41598-019- 49502-5, Pani mgr Aleksandra Zlotkowska jest pierwszym autorem,
a jej udzial w niniejszej publikacji zostal oceniony na 70% i obejmowat: wspdhudzial w
opracowaniu koncepcji badan i projektowaniu do$wiadczen, pobranie materialu i wykonanie
doswiadczen, analiza i opracowanie wynikéw, przygotowanie manuskryptu. Praca

opublikowana zostata w czasopismie Scientific Reports, ktérego IF za 2019 rok wynidst




4,011, a liczba punktow MNiSzW= 140.

W trzeciej publikacji: Zlotkowska A, Andronowska A.: Modulatory effect of chemokines
on porcine endometrial stromal and endothelial cells. Domestic Animal Endocrinology; 2020.
doi:10.1016/j.domaniend.2020.106475, Pani mgr Aleksandra Zlotkowska jest pierwszym
autorem, a jej udzial w niniejszej publikacji zostal oceniony na 70% i obejmowal:
wspétudzial w opracowaniu koncepcji badan i projektowaniu doswiadczen, pobranie
materiatu i wykonanie doswiadczen, analiza i opracowanie wynikoéw, przygotowanic
manuskryptu. Praca opublikowana zostala w czasopismie Domestic Animal Endocrinology,
ktérego IF za 2019 rok wyni6st 2,3, a liczba punktéw MNiSzW= 70.

W Rozprawie Doktorskiej wyodr¢bniono: Streszczemie pracy w jezyku polskim i
angielskim; Wykaz skrétéw w jezyku polskim i angielskim, Wstep, w ktérym
zamieszczono Hipotezg badawezg, Cel pracy oraz Zadania badawcze, Kolejne rozdzialy to
Material i Metody, Wyniki, Dyskusja, Wnioski i Bibliografia (87 pozycje). Na kofcu
zamieszczono trzy oryginalne Publikacje wraz z O$wiadczeniem wspélautora publikacji.

Tematyka Rozprawy doktorskiej Pani mgr Pani Aleksandry Zlotkowskiej wpisuje sie w
kicrunek badan nad interakcja miedzy zarodkiem a matka u $win, prowadzonych przez
promotorke Kandydatki, dr hab. Anet¢ Andronowska, profesor Instytutu. Dlatego podjecie
przez Pania mgr Aleksandre¢ Zlotkowska niniejszych badan nad Udzialem chemokin w
przebudowie blony $luzowej macicy $wini bylo ze wszech miar uzasadnione.

Chemokiny sg to specyficzne substancje uwalniane przez rézne komérki organizmu w
formie konstytutywnej, i wtedy uczestniczq w utrzymaniu homeostazy lub tez w formie
indukowanej, jako chemokiny zapalne, powstajace w wyniku infekcji lub stanu zapalnego.
Dos¢ specyficzne znaczenie przypisuje si¢ chemokinom w kontekscie endometrium, ktére
podlega regulacji w cyklu rujowym jak i cigzy na drodze endokrynnej. W tym kontekscie
chemokiny, jako jeden z wielu czynnikéw moga w sposéb posredni i bezposredni prowadzié
do zmian morfologicznych, biochemicznych i molekularnych w obrebie endometrium jak
rowniez fozyska, ktore powstaje w nastgpstwie implantacji. Badania Pani mgr Pani
Aleksandry Zlotkowskiej dotyczyly cyklu rujowego, migdzy 8 a 12 dniem (Publikacja 2 i 3)
oraz okresu okotoimplantacyjnego, czyli od 10 do 14 dnia (Publikacja 1).

Migdzy 8 a 12 dniem cyklu rujowego, w endometrium postgpuje przerost nablonka,
clementéw tgcznotkankowych i naczyn krwionosnych, a takze rozrost gruczotéw. Istotne, Ze z
rozszerzonych naczyn krwionosnych do podscieliska lacznotkankowego przechodzi ptyn

przesigkowy 1 krwinki. W zwigzku z tym blona §luzowa macicy znacznie grubieje oraz ulega
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rozpulchnieniu i w ten sposéb zostaje przygotowana do ewentualnego przyjecia zarodka oraz
do wzigcia udziatu w wytworzeniu tozyska.

Do macicy, zarodki $wini (w stadium od 4 do 8 blastomeréw) dostaja sie okoto 48 godzin
po zaptodnieniu. Zarodki do okoto széstego dnia pozostaja w poblizu czubka rogu macicy, po
czym sg przenoszone do miejsc implantacji. Jest to bardzo dynamiczny okres, w ktérym
jeszcze do 11 dnia mozna obserwowaé migracje wewnatrzmaciczna zarodkéw, co wigcej
mogg one jeszcze w tym czasie zmieniaé ksztalt z kulistego (2 mm) na wydtuzony (5 cm). W
13 dniu blastocysty s juz wydhizone do 100 cm. Poniewaz wydtuzanie blastocyst nie jest
synchroniczne, zaréwno kuliste, jak i wydluzone blastocysty moga wystepowaé na tym
samym etapie cigzy, czyli do 13 dnia. To moze wskazywaé na niejednorodno$é interakeji
migdzy poszczegolnymi zarodkami a endometrium.

W niniejszej Rozprawie doktorskie Pani mgr Aleksandry Zlotkowskiej, btone sluzowa
cigzarnej macicy analizowano 10, 12 i 14-go dnia cyklu rujowego. Warto podkreslié, ze
implantacja u $win przypada na 12-16 dzien od owulacji i jest centryczna. U $wifi bariera
migdzy krazeniem matczynym a plodowym jest najmocniejsza i okreslana jak nablonkowo-
kosmowkowa, stad tez tozysko zaliczane jest do nieinwazyjnych. Warto jednak zaznaczyé, ze
Juz w momencie przylegania kosmowki do endometrium dochodzi do swoistej komunikacji
miedzy zarodkiem a matka na poziomie zar6wno morfologicznym jak i molekularnym.
Aczkolwick interakcja migdzy zarodkiem a endometrium obserwowana jest znacznie
wczesnie] poprzez obustronne uwalnianie wielu czynnikoéw a takze obecnosci dla nich
receptoréw. Do 13 dnia rozwoju nablonek kosméwkowy jest juz przyczepiony do btony
$luzowej macicy i podaza za faldowaniem nablonka matki, co trwa do 18 dnia. Dalsze
procesy nie byly przedmiotem rozpraw Pani mgr Aleksandry Zlotkowskiej, stad tez nie
zostaly przeze mnie przytoczone.

Doktorantka Pani mgr Aleksandra Zlotkowska postawita Hipoteze badawcza, ze:
“Chemokiny produkowane przez obecne w $wietle macicy zarodki, jak réwniez wydziclane
przez komorki bfony S$luzowej macicy $wini oddzialuja przez swoiste receptory
zlokalizowane na komérkach nablonka, zrgbu oraz srodblonka naczyn i kontrolujg zmiany
zachodzace w blonie sluzowej macicy w okresie okotoimplantacyjnym.”

Dlatego Celem pracy Pani mgr Aleksandry Zlotkowskiej bylo: ,,Okreélenic roli
chemokin w przebudowie blony sluzowej macicy w okresie implantacji zarodka.”

Postawiony przez Pania mgr Aleksandre Zlotkowska Cel byl weryfikowany przez
realizacje nastgpujgcych zadan badawczych:

1. Okreslenie ekspresji i lokalizacji chemokin oraz ich receptoréw w blonie $luzowej macicy
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swini w cyklu rujowym i okresie wezesnej cigzy — badania in vive

. Okreslenie ekspresji chemokin oraz ich receptoréw w zarodkach $wini z okresu

wczesne] ciazy — badania in vivo

. Okreslenic wplywu sygnaléw zarodkowych (IFNG, E2) na ekspresj¢ wybranych

chemokin w blonie §luzowej macicy §wini — badania in vitro

. Okreslenie  wplywu  chemokin na  funkcjonowanie  komdrek  nablonka

powierzchniowego blony $luzowej macicy $wini — badania in vitro

. Okreslenie wplywu chemokin na funkcjonowanie komérek zrgbu blony $luzowej

macicy swini— badania in vitro

. Okreslenie wplywu chemokin na funkcjonowanie komérek $rédblonka blony §luzowej

macicy $wini — badania in vitro

W oparciu o wyniki swoich badan Pani mgr Aleksandra Zlotkowska sformutowala

nastepujgce Wnioski:

1.

Komorki blony sluzowej macicy $wini sa zdolne do produkcji badanych chemokin, a

profil ich ekspresji uzalezniony jest od fazy cyklu rujowego badz tez zaawansowania

clgzy.

. Zwigkszona ekspresja chemokin w blonie sluzowej macicy zalezy przede wszystkim od

produkowanego przez zarodek IFNG, ktory powoduje zwiekszenie ekspresji
chemokiny CCL5 w komorkach nablonka powierzchniowego, chemokin CCL2,
CCL5, CCLI11, CXCL9, CXCLI10 w komorkach zrebu oraz CXCL10 i CXCLI2 w

komorkach $rédblonka.

. 10-14 dniowe zarodki $wini posiadaja na swej powierzchni receptory zdolne do

wigzania chemokin produkowanych przez komorki blony $luzowej macicy, oraz s w

stanie same syntetyzowa¢ chemokiny umozliwiajace komunikacje zarodka z matka.

. Chemokiny powoduja zwiekszenie stopnia proliferacji (CCL2, CCL4, CCL5, CCLS,

CXCL2, CXCL8, CXCLY, CXCL10, CXCL12) i migracji (CCL8) komoérek nabtonka
powierzchniowego. Wplywajg rowniez stymulujagco (CXCL12) lub obnizaja (CCL8)

zdolnos¢ adhezji tych komoérek.

. Chemokiny stymuluja proliferacje (CCL2, CCL4, CCL5, CCL8, CXCL2, CXCLS,

CXCL9, CXCL10, CXCL12) oraz migracj¢ (CCL2, CXCL12) komoérek zrebu.

. Chemokiny pozytywnie wptywaja na proliferacj¢ (CCL4, CCL8, CXCL2, CXCL8) oraz

migracj¢ (CCL4, CCL8) komorek srodblonka, a takze obnizajg zdolnosé komorek
srodbtonka do tworzenia struktur kapilaro-podobnych (CXCL8, CXCL10, CXCL12).

Na koncu rozdzialu Wnioski zostato sformutowane zdanie: ,,Chemokiny, produkowane
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przez zarodki i komorki blony sluzowej macicy, oddziatuja przez receptory zlokalizowane

na komorkach nablonka powierzchniowego, zrgbu i srédblonka naczyn i poprzez regulacje

proliferacji, migracji i adhezji komorek uczestnicza w przebudowie blony sluzowej macicy w

okresie okotoimplantacyjnym”.

Jako Recenzentka jestem swiadoma, ze w skfad jednotematycznego cyklu wchodzg trzy

artykuly opublikowane w bardzo prestizowych czasopismach i o wysokim IF, zwlaszcza

praca w Scientific Reports. Bazujac wylgcznie na tych publikacjach Pani mgr Aleksandra

Zlotkowska bezspornie spetnia wymogi stawiane Kandydatom do stopnia naukowego

doktora.

Jednak wezytujac si¢ w Rozprawe doktorska Pani mgr Aleksandry Zlotkowskiej, bedacg

zarowno swoistym podsumowaniem trzech oryginalnych publikacji, ale réwniez stuzaca do

wyprowadzenia wnioskéw koficowych, wychodza pewne niespojnosci, a takze niedcistosei:

1.

Doktorantka napisata, ze badania byto prowadzone wg zalecen Komisji Etycznej, ale
nie poinformowata, czy na ich przeprowadzenie miala indywidualng zgode.

W moim odczuciu w TEMACIE rozprawy doktorskiej powinno by¢ ,,wybranych”
chemokin.

We WSTEPIE Doktorantka stwierdzita, ze chemokiny sa produkowane przez
komorki immunologiczne. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze chemokiny sa syntetyzowane
i uwalniane réwniez przez wiele komérek nienalezagcych do ukladu
immunologicznego np. fibroblasty, fibrocyty i wiele innych typéw komérek.
Interesujace, ze w kolejnych czgsciach rozprawy mozna wnioskowaé, ze Doktorantka
ma swiadomos¢ pochodzenia chemokin.

Pewne zastrzezenia budzi liczebnos¢ i ,,reprezentatywnos$¢” materiatu do badan.

4a Material do badan in vitro wg opisu w rozprawie byt pobierany 10 i 12 dnia cyklu
rujowego, natomiast w publikacjach 2 i 3 podano, ze od 8 do 12 dnia.

4b Zamieszczanie budzi réwniez analiza wynikow tzn. w przypadku badan in vivo
dane podane sg dla 10,12 i 14-go dnia natomiast w badaniach in vitro wydajg si¢ by¢é
usrednione (8-12 dnia), czyli z 5 dni od 5 loch.

4c Wyrazam nadziejg, ze w czasie obrony Doktorantka odpowie ma moje watpliwosci
(4a 1 4b), ktore w sposéb istotny wplywaja na postrzeganie istotnosci analizy

statystycznej, a tym samym na koncowe wnioskowanie.




5. Kolejna watpliwos¢ to reprezentatywno$¢ materiatu. Zardwno w Rozprawie
doktorskiej jak i poszczegélnych publikacjach nie znalaztam informacji, z ktorej
czgdci macicy pobierany byt material, jakie wielkosci (w cm?) byly pobierane
wycinki. W publikacji 3 znalaztam, ze 5 cm wycinki, ale to nie jest w mojej opinii
zbyt precyzyjne.okreélenie.

6. Kolejne zagadnienie dotyczy utrzymania ciazy u $win, gdzie estrogen wytwarzany
przez blastocystg jest kluczowym czynnikiem dla jej kontynuacji. Przyjmuje sig, Ze co
najmniej cztery zarodki, po dwa w kazdym rogu, sa potrzebhe do wytworzenia
wystarczajacego poziomu estrogenu, aby uniknaé luteolizy. Stad tez ciekawe, czy
Doktorantka analizowata macice pod tym katem.

7. W kontekscie badan in vitro nasuwaja sie pytania:
7a Co zdaniem Doktorantki wchodzi w skfad zrebu macicy?
7b Dlaczego stymulacja komérek nablonka powierzchniowego oraz komérek
srodblonka naczyn przebiegala w temperaturze 37°C.

8. Pytania ogdlne:

8.a Dlaczego dane z zadania 3 i 4 byly analizowane jednoczynnikowa analiza

wariancji z testem NIR Fishera’a a z zadania 5 i 6 jednoczynnikowa analiza wariancji

z testem post-hoc Dunett’a.

9. Wniosek 1 jest zbyt ogolny, zwlaszcza, ze badania byly prowadzone w fazie lutealnej
oraz wylgcznie migdzy 10 a 14 dniem cigzy. We Wnioskach 4,5 i 6 powinno by¢
dodane, ze w warunkach in vifro. Na konfcu rozdziatu Wnioski zostalo zamieszczone
zdanie: ,,Chemokiny, produkowane przez zarodki i komérki blony $luzowej macicy,
oddziatujg przez receptory zlokalizowane na komérkach nablonka powierzchniowego,
zrgbu i $rodblonka naczyh i poprzez regulacj¢ proliferacji, migracji i adhezji komérek
uczestniczg w przebudowie blony $luzowej macicy w okresie okoloimplantacyjnym”, w
moim odczuciu zamiast ,,w okresie okotoimplantacyjnym” powinno byé miedzy 10 a 14

dniem cigzy.

Pomimo powyzszych uwag, pragng zaznaczy¢, ze wymienione przeze mnie niespdjnosci
oraz niefcistosci w Zadnym stopniu nie obnizaja bardzo wysokicj oceny recenzowanej
Rozprawy doktorskiej Pani mgr Aleksandry Zlotkowskiej. Na uznanie zastuguje podjecie
przez Doktorantke tak trudnych, wieloptaszczyznowych badan, z zakresu embriologii,
histologii, biologii molekularnej, immunologii, endokrynologii i rozrodu. Pomimo ze, badania

Pani mgr Aleksandry Zlotkowskiej odnosity si¢ do krétkiego okresu okotoimplantacyjnego,
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bo migdzy 10 a 14 dniem cigzy to nalezy podkreslié, ze ten okres charakteryzuje sie
dynamicznymi zmianami, zaréwno w obrebie zarodka (gastrulacja oraz tworzenie blon
plodowych) jak i matki (rozpoznanie ciazy, uruchomienie procesow immunosupresyjnych,
zmiany morfologiczne, biochemiczne i molekularne w obrebie endometrium). Dlatego z
uznaniem nalezy traktowaé podjecie przez Panig mgr Aleksandre Zlotkowska niniejszych
badan z wykorzystaniem nowoczesnej i zaawansowanej metodyki. Na szczegolne uznanie
zastuguje samodzielnos¢ Doktorantki, co wnioskuj¢ z faktu, ze w kazdej z publikacji jest
tylko dwdch autoréw: Pani mgr Aleksandra Zlotkowska i jej Promotorka. Jest to unikatowe
zjawisko, §wiadczace o ponadprzecigtnym zaangazowaniu merytorycznym i metodycznym
Doktorantki w Rozprawe doktorska.

Podsumowujac rozprawe doktorska Pani mgr Aleksandry Zlotkowskiej pt.: Udzial
chemokin w przebudowie blony $luzowej macicy, oparta na Jednotematycznym cyklu
zlozonym z trzech oryginalnych publikacji, stwierdzam, ze podjeta tematyka badawcza
pozwolita na osiagnigcie wartosciowych wynikéw, poszerzajacych wiedze z okresu
okofoimplantacyjnego u $win, przez co niniejsza Rozprawa doktorska charakteryzuje si¢
wyjatkowymi walorami poznawczymi.

Przedstawiona do oceny Rozprawa doktorska, w oparciu o cykl publikacji, wnosi nowa
wiedzg do nauki, o czym $wiadczy opublikowanie wynikéw badan w renomowanych
czasopismach, o bardzo wysokim IF. Catkowity IF Pani mgr Aleksandry Zlotkowskiej
wyniést = 8,601, co jest osiggnigciem znaczaco przekraczajagcym wymagania stawiane
rozprawom éoktorskim - Ustawa o stopniach i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w
zakresie sztuki (Dz. U., nr 65, z dnia 14 marca 2003 roku).

Przekladam zatem Radzie Naukowej Instytutu Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci
PAN w Olsztynie wniosek o dopuszczenic Pani mgr Aleksandry Zlotkowskiej do

dalszych etapdéw przewodu doktorskiego w celu nadania stopnia naukowego doktora.

Z powazaniem

dr hab. Anna Maria Duszewska, prof. SGGW

fhia,




