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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Agnieszki Walentyny Jonczyk,

pt. ,Wplyw egzogennej PGF:. na szlaki regulacyjne angiogenezy, steroidogenezy i
sSmierci komdrek ciatka Zéftego krowy w zaleznosci od sposobu jej podania:
lokalnie i obwodowo”

wykonanej w Instytucie Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci,
Polskiej Akademii Nauk w Olsztynie

pod kierunkiem Prof. dr hab. n wet. Dariusza Skarzynskiego

oraz pod opiekg promotora pomocniczego: dr n. wet. Katarzyny Karoliny Piotrowskiej-Tomala

1. Zasadnosc i znaczenie podjetych badan:

Tematyka badawcza podjeta w przedtozonej rozprawie doktorskiej obejmuje zagadnienia,
ktére sg ciekawe poznawczo, nie tylko z punktu widzenia medycyny weterynaryjnej i rozrodu
zwierzat, ale rowniez mogga dostarczy¢ cennych danych do wykorzystania w medycynie cztowieka.
Wyniki badan poréownawczych pokazuja, e pewne aspekty zwigzane z fizjologig rozrodu zwierzat
gospodarskich (w tym bydfa) stanowi¢ moga doskonaty model do badan nad rozrodem (w tym
zaburzen ptodnosci) cztowieka. Bydto wskazywane jest réwniez jako organizm modelowy do badan
z zakresu rozrodu cztowieka, poniewaz jedynie dla tych dwéch gatunkéw powszechnie stosowane
s techniki wspomaganego rozrodu (ART). W przypadku bydta i cztowieka wykazano liczne
podobieristwa zwigzane z funkcja jajnikéw - dotyczace m.in. przebiegu folikulogenezy i proceséow
zwigzanych z nabieraniem kompetencji rozwojowe] przez oocyty (zaréwno w modelach in vivo jak
in vitro). Ponadto badania pokazuja, ze dziatanie regulatorowych mechanizméw komadrkowych
oraz endokrynnych zwigzanych z funkcja ciatka zéttego (CL) wykazuje szereg podobieristw
pomiedzy przezuwaczami a naczelnymi. Dlatego tez problematyka badawcza podjeta w
prezentowanej pracy doktorskiej wpisuje sie w nurt obecnie prowadzonych prac naukowych, oraz
posiada niewatpliwy watek aplikacyjny. Uzyskane wyniki mogg stanowic¢ podstawe do prac z
zakresu poprawy wydajnosci ART oraz poprawy efektywnosci powszechnie stosowanych zabiegéw
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weterynaryjnych zwigzanych np. z regulacjg cyklu rujowego u bydta, czy regulacja hormonalng
funkcji jajnika u kobiet.

2. Ocena formalna.

Przedstawiona do recenzji praca jest opracowaniem bedacym kompilacja trzech
oryginalnych prac naukowych, zawierajgcym wszystkie wymagane elementy niezbedne do
przedstawienia oraz sformutowania rozprawy doktorskiej. Badania naukowe stanowigce podstawe
pracy doktorskiej zostaty opublikowane w specjalistycznych czasopismach o znaczacej renomie
oraz miedzynarodowym zasiegu: J. Dairy Sci (5iemi IF= 4,1), BMC Vet Res (5iemi IF= 2,6), Frontiers in
Vet Sci (5emi IF= 2,6). We wszystkich przedstawionych pracach doktorantka jest pierwszym
autorem o znaczacym wktadzie merytorycznym (przekraczajacym 50%), ktéry obejmowat zaréwno
zadania badawcze — eksperymenty (doswiadczenia in vivo oraz in vitro), jak i analize danych
interpretacje oraz opracowanie wynikow.

Wstep do prezentacji uzyskanych wynikéw zostat opracowany z nalezytg starannosci,
hipoteza badawcza, cele pracy zostaly prawidtowo sformutowane. Cennym dodatkiem do
opracowania sg schematy pokazujace uktady poszczegélnych doswiadczen. Materiaty i metody
opracowano klarownie, sposéb wykonania analiz (podejécie metodyczne) jest prawidiowy i
zasadny. Na szczegdlnie moje uznanie zastuguje przygotowanie oraz wykonanie analizy ekspresji
genow na poziomie mRNA, ktére uwzglednia wszystkie ,ztote zasady” tej techniki, szczegdlnie
okreslenie stabilnosci gendw referencyjnych. Zadania badawcze korelujg z uzyskanymi wynikami.
Dyskusja stanowi zbiorcze podsumowanie danych prezentowanych w oryginalnych pracach. Praca
stanowi spojng catosc.

3. Uwagi szczegdtowe:

Prace eksperymentalne w przedstawionym opracowaniu (w publikacjach) obejmuja
doswiadczenia zarowno in vivo jak i in vitro. W kazdym z tych doswiadczen, na ich finalnym etapie
wykonywana jest owarektomia. Z tak uzyskanego materiatu pobierany byl materiat do analizy
ekspresji genéw (doswiadczenie 1 i 3) w CL, oznaczano rowniez poziom hormondow we krwi.
Prezentowane publikacje stanowiag pewnga ,zamknietg catos¢” zaréwno koncepcyjng jak i
badawczg, gdzie zgodnie z zatozeniami skupiono sie jedynie na wptywie prostaglandyn na funkcje,
czy degradacje (luteolize) ciatka zéttego. Analizy nastepstw stosowania PGFaq dotyczg gtéwnie
zmian w poziomach ekspresji genow (mRNA i biatko) gendw zwigzanych szeroko pojeta funkcja CL
w materiale pobranym z CL. Takie zatozenie wynika z tamatu pracy oraz przedstawionych celow
badawczych.

e Jednak oceniajgc catosciowo prezentowang rozprawe oraz szerszy kontekst fizjologiczny —
jak podaje autorka ,luteoliza jest okreslana jako zasadniczy mechanizm warunkujgcy

prawidtowy i sprawny przebieg cyklu jajnikoweg u ssakéw” czesé eksperymentalna wprost
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prosi sie o wykonanie analiz jajnikow (pecherzyki jajnikowe, oocyty). Receptory dla
prostaglandyn znajdujg sie m.in. w komaorkach pecherzykowych. Prostagnaldyna E2 (PGE)
jest miejscowo produkowana przez komorki pecherzykowe. Istnieja, (wymagajace dalszych
badan) sugestie iz synteza prostaglandyn u bydta moze by¢ réowniez indukowana poprzez
odpowied? na wyrzut LH, co w efekcie moze przektadac sie na udziat w regulacji procesow
sterujacych owulacjg (Theriogenology, 2021, 171:30-37). Wykazano, ze obecnos¢ PGE w
mikrosrodowisku oocytu stymuluje ekspansje komodrek pecherzykowych w obrebie
kompleksu oocyt-kumulus (COC) oraz reguluje apoptoze, oraz ze oocyt posiada receptory
specyficzne dla PGE2. Oczywiscie PGE jest czynnikim luteotropowym, jednak w literaturze
pojawity sie doniesienia, ze dodatek PGF2q do pozywki do dojrzewania in vitro oocytow
bydta moze dziata¢ stymulujgco na wznowienie mejozy (podobnie jak PGE2) (Reprod 2008,
136:733-40). Wzrost stezenia PGE2 i PGF2q w pecherzyku jajnikowym tuz przez owulacjy
odnotowano dla kilku gatunkach zwierzat (bydto, kon, naczelne). Wyniki prac dotyczacych
wptywu prostaglandyn PGE2 i PGFxq na procesy zwigzane dojrzewaniem oocytow bydta nie
sg jednoznaczne. W Dyskusji autorka podaje, ze , Luteoliza strukturalna oraz funkcjonalna
sqg podstawowymi mechanizmami przerwania fazy lutealnej, co umozliwia dojrzewanie i
pekniecie kolejnego pecherzyka jajnikowego...”. Z tego wzgledu uwazam, ze dla opisania
petnego obrazu fizjologicznego, oraz w kontekscie aplikacyjnym, dodanie watku
zwigzanego z dojrzewaniem pecherzykéw jajnikowych, czy analizg nabierania kompetencji
rozwojowej przez oocyty jest istotna. Nawet jesli ten watek nie zostat poruszony w czesci
badawczej projektu, powinien sie pojawi¢ w Dyskusji. Z tego wzgledu prosze o
uwzglednienie tych elementéw w odpowiedzi na recenzje - do jakich zmian moze
dochodzi¢ w jajniku po iniekcji PGF.q, czy moze dochodzi¢ do czasowego uposledzenia
procesow zwigzanych z wystgpieniem kolejnego cyklu rujowego, z owulacjg i czy zabiegi te
moga wptywac na jakos¢ owulowanych oocytéw?

Na jakiej podstawie autorka dokonywata wyboru gendw do analiz szlakéw regulacyjnych?
Zadaje to pytanie poniewaz, pod pojeciem ,szlaku regulacyjnego” czy ,sciezki sygnatowej”
kryje sie cata kaskada zdarzen, ktdora aktywuje (lub wytgcza) czynniki ktére wspotdziatajg ze
soba na wielu poziomach — transkrypcji, translacji, zmian konformacji biatek i/lub ich
lokalizacji. Badane przez autorke czynniki sa wainymi elementami tych sciezek, ale
angiogeneza to ztozony proces oparty na interakcji wielu czynnikéw. Przyktadowo VEGF-A
jest gtébwnym mediatorem angiogenezy, ale w wyniku alternatywnego splicingu powstajg 4
izoformy, ktére wykazujg rézne powinowactwo do HSPG (heparyn sulphate proteoglycans).
Réwnowaga pomiedzy HSPG a zwigzanym z nim VEGF-A tworzy gradient, ktéry umozliwia
komérkom endotelium odpowiedZ na sygnaty proangiogenne. Tworzenie nowych naczyn
krwionosnych podlega regulacji szeregu sciezek sygnalizacyjnych jak Notch, Ephrin-
B2/EphB4 czy Sonic Hedgehog. Z kolei VEGF wspétdziata z angiopoetyng 1 i 2. Ang-1
dziatajgc za posrednictwem receptora Tie-2 przebudowuje naczynia krwionosne i stabilizuje
je, a Ang-2 podlega ekspresji w miejscach przebudowy naczyn krwionosnych. W Dyskusji na
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str. 25 szeroko omdwione zostaty uzyskane wyniki (zmiany w poziomie ekspresji badanych
genow), natomiast w moim odczuciu brak tam szerszego kontekstu dziatania i interakcji
Sciezki/sciezek sygnalizacyjnych. Omawiany jest wzrost lub spadek poziomu ekspresji
danych gendw, ale one stanowia tylko pewien element catego szlaku oddziatywan.

e Poniewaz w zatozeniach do pracy i wnioskach autorka wskazuje na duzy potencjat
aplikacyjny uzyskanych wynikéw, warto ten watek uwypukli¢ w dyskusji i wskazac
mozliwosci zastosowania w procedurach ART. Jak doktorantka widzi potencjalny dalszy
rozwoj poruszanej przez nig tematyki badawczej w kontekscie aplikacyjnym, szczegdlnie, ze
mechanizmy molekularne i Sciezki oddziatywan hormonalnych sg podobne u bydta i
cztowieka.

4. Podsumowanie i ocena pracy.

Prezentowang rozprawe doktorskag Pani mgr. Agnieszki W. lJonczyk oceniam bardzo
wysoko. Prezentowany cykl prac stanowi petng tematycznie catos¢. Moje uwagi wynikajg z checi
uwypuklenia znaczenia uzyskanych wynikow dla szerszego grona o0sob zajmujgcego sie rozrodem
ssakow oraz wskazania ewentualnych mozliwosci prowadzenia dalszych prac badawczych. Podjeta
tematyka badawcza stanowi oryginalne rozwigzanie stawianego problemu naukowego, a uzyskane
wyniki posiadajg znaczny potencjat aplikacyjny

taczny dorobek (PubMed) stanowi 11 prac naukowych ktdrych doktorantka jest
wspotautorkg, wszystkie prace znajdujg sie w obrebie tematyki badawczej prezentowanej w
rozprawie doktorskiej, co swiadczy o ogromnym zaangazowaniu doktorantki w prace badawcze
realizowane w zespole. W przedstawionym do recenzji cyklu prac, w kazdym przypadku autorka
wykazuje wiodacy udziat (powyzej 50%) oraz wktad we wszystkie elementy zwigzane z procesem
publikacyjnym — od wykonania badan, po opracowanie wynikéw i pisanie pracy. Wszystko to
Swiadczy o dojrzatosci naukowej doktorantki i zastuguje na uznanie.

W zwigzku z powyiszym, stwierdzam, Ze rozprawa doktorska Pani mgr Agnieszki W. Jonczyk
spetnia warunki stawiane pracom doktorskim w mysl artykutu do artykutu 13 Ustawy o
stopniach i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003 r.
(Dz. U Nr 65, poz. 595 z p6in.zm.) i wnosze do Rady Naukowej Instytutu Rozrodu Zwierzat i
Badafi Zywnosci, Polskiej Akademii Nauk w Olsztynie o dopuszczenie Pani mgr Agnieszki W.
Jonczyk do dalszych etapéw postepowania o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk
rolniczych, dyscyplina zootechnika i rybactwo.

Zofia E. Madeja
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