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Ocena
pracy doktorskiej mgr Katarzyny Kisielewskiej
pt. ”Wplyw chemeryny na funkcje przysadki §wini domowej (Sus scrofa
domestica L.) w cyklu rujowym i wezesnej cigzy”

Powszechnie wiadomo, ze istnieje $cisty zwigzek pomigdzy stanem
odzywienia, a sukcesem reprodukcyjnym. Jeszcze niedawno tkanka thuszczowa
byla uwazana wylgcznie za miejsce magazynowania energii. Jednak w
ostatnich latach coraz wicksze zainteresowanie budzi udzial i znaczenie
wytwarzanych przez adipocyty licznych aktywnych biologicznie ZWigzkow
(adipokin) w utrzymaniu homeostazy energetycznej organizmu oraz w
regulacji proceséw zwigzanych z rozrodem. Jedng z nadal stabo poznanych
adipokin jest chemeryna, ktorej rola pierwotnie zwigzana byla ze stanem
zapalnym. Jak dotychczas wigkszos¢ badan wigzacych chemeryne z rozrodem
skupiata sie na jajniku, natomiast niewiele wiadomo o udziale systemu
chemerynowego w regulacji funkcji wyzszych pigter osi podwzgorze-
przysadka-jajnik. Dlatego moim zdaniem wyboér zakresu badawczego rozprawy
doktorskiej mgr Katarzyny Kisielewskiej jest ciekawy i w pelni zasadny. Co
wiecej, tematyka ta wpisuje si¢ i doskonale uzupelnia badania prowadzone w
Katedrze Anatomii i Fizjologii Zwierzat UWM pod kierownictwem promotora
niniejszej pracy, prof. dr hab. Tadeusza Kaminskiego.

Rozprawa doktorska mgr Katarzyny Kisielewskiej zostala wykonana w
ramach projektu badawczego OPUS9 finansowanego ze srodkéw Narodowego
Centrum Nauki. Gléwnym celem dysertacji bylo okreSlenie wplywu
chemeryny na funkcje przysadki $wini w cyklu rujowym i wczesnej cigzy
poprzez realizacje nastepujacych celow szczegétowych:

1. okreélenia eckspresji genéw chemeryny (RARRES2) i jej trzech
receptoréw (CMKLRI, GPRI i CCRL2) na poziomie mRNA i biatka w
gruczolowym i nerwowym plcie przysadki $wini w réznych dniach
cyklu rujowego (dzien 2.-3., 10.-12., 14.-16., 17.-19.) oraz wczesnej
ciazy (dzien 10.-11., 12.-13., 15.-16., 27.-28.) przy zastosowaniu
metody real-time PCR i western blot;
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2. okreélenia metoda immunofluorescencji komdrkowe; lokalizacji
chemeryny i jej receptorébw w gruczotlowym placie przysadki $wini w
10.-12. dniu cyklu rujowego i 15.-16. dniu cigzy;

3. zbadania metoda ELISA wplywu in vitro chemeryny na podstawowa
oraz indukowana GnRH i/lub insuling sekrecj¢ hormonéw
gonadotropowych przez komérki przedniego plata przysadki $wini
podczas cyklu rujowego;

4. zbadania metoda western blot wplywu chemeryny na aktywacje
szlakéw sygnalowych Akt, MAPK/Erk1/2 i AMPK w komorkach
przedniego plata przysadki $wini w 10.-12. dniu cyklu rujowego.

W sktad rozprawy doktorskiej mgr Katarzyny Kisielewskiej wchodzi
liczace 35 stron polskojgzyczne autorskie opracowanie oraz dwie, spdjne
tematycznie, anglojgzyczne prace oryginalne, opublikowane w 2020 roku w
recenzowanych, miedzynarodowych czasopismach naukowych,
indeksowanych w bazie JCR (Journal Citation Reports), 0 sumarycznym
wspoltczynniku oddziatywania (Impact Factor) 4,885. Obydwie prace majg
charakter zespolowy i licza az dziewigciu wspotautorow. Zgodnie z
wytycznymi dla przewodéw prowadzonych w oparciu o prace wieloautorskie,
mgr Kisielewska przedstawita o$wiadczenia, w ktorych opisano
zaangazowanie kazdej z o0sOb w powstawanie publikacji. Z informacji
zawartych w oswiadczeniach wynika, Ze udziat Pani mgr Kisielewskiej w
powstanie prac polegal na opracowaniu koncepcji oraz metodyki badan,
pobieraniu materiatu i przeprowadzeniu badan laboratoryjnych, opracowaniu
wynikéw, przygotowaniu pierwotnej wersji manuskryptu i udzielaniu
odpowiedzi recenzentom podczas procesu publikacji. Doktorantka jest
pierwszym autorem prac przedstawionych w dysertacji, co dokumentuje jej
znaczaca role, aczkolwiek nigdzie nie okreslono procentowego udzialu mgr
Kisielewskiej w ich powstaniu. Powyzsze publikacje stanowig logiczny uklad,
a tematyka konsekwentnie dazy do weryfikacji hipotezy badawcze]
zakladajacej, ze: 1/ w komorkach przysadki $wini ma miejsce ekspresja
chemeryny i jej receptoréw, przy czym poziom ekspresji odpowiednich
transkryptow i biatek zalezy od statusu hormonalnego zwigzanego z fazg cyklu
rujowego i okresem wczesnej cigZy; 2/ chemeryna poprzez aktywacje/inhibicje
szlakow Akt, MAPK/Erk1/2 i AMPK wplywa na regulacje funkcji
sekrecyjnych komorek przysadki swini.

Pierwsza z publikacji stanowigcych rozprawg doktorska ukazala si¢ w
czasopismie Animal Reproduction Science. W pracy tej Doktorantka postawita
sobie za cel (1) ocene poziomu ekspresji genu chemeryny, na poziomie mRNA
i biatka, w komérkach przedniego i tylnego plata przysadki w roznych dniach
cyklu rujowego i wezesnej cigzy $wini, (2) okreslenie lokalizacji chemeryny w
komérkach przedniego plata przysadki, oraz (3) oceng wplywu chemeryny, w
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r6znych stezeniach, na podstawowa i indukowana GnRH i/lub insuling sekrecje
LH i FSH przez komérki przedniego plata przysadki. Stosujgc metody real-
time PCR, western blot, barwienie immunofluorescencyjne oraz testy
immunoenzymatyczne Doktorantka potwierdzita lokalng produkcj¢ chemeryny
w obydwu platach przysadki $wini i wykazala, ze jej ekspresja ulega zmianom
w roznych dniach cyklu i weczesnej ciazy, co sugeruje wplyw statusu
hormonalnego na poziom ekspresji genu dla chemeryny. Ponadto stwierdzita
wplyw chemeryny na podstawowg i indukowana sekrecj¢ gonadotropin w
zaleznoscei od fazy cyklu rujowego, co moze wskazywaé na posredni wplyw tej
adipokiny na kontrole ukladu rozrodczego, przy czym wrazliwo$¢
gonadotropéw na dziatanie chemeryny moze by¢ rézna w zaleznosci od statusu
hormonalnego zwierzecia.

Druga praca bedaca czescig rozprawy doktorskiej ukazata si¢ w
czasopiémie naukowym Theriogenology, a jej celem byla: (1) ocena poziomu
ekspresji trzech receptoréw dla chemeryny, na poziomie mRNA i biatka, w
komoérkach przedniego i tylnego plata przysadki w réznych dniach cyklu
rujowego i wczesnej cigzy $wini, (2) lokalizacja receptorow chemeryny w
komoérkach przedniego plata przysadki, oraz (3) ocena wplywu chemeryny na
aktywacje/inhibicje szlakow sygnalowych Akt, MAPK/Erk1/2 i AMPK w
komoérkach przedniego plata przysadki w 10.-12. dniu cyklu rujowego.
Doktorantka wykazala, przy zastosowaniu metod real time-PCR, Western blot
oraz immunofluorescencji, obecnos¢ wszystkich typéw receptorow dla
chemeryny w obydwu platach przysadki $wini, chociaz poziom ich ekspresji
byl zalezny od statusu hormonalnego zwierzgcia. Wyniki te wskazuja, ze
chemeryna moze, za posrednictwem swoich receptoréw, modulowaé funkcje
przysadki, a przez to wplywaé na procesy rozrodcze. Ponadto Doktorantka
stwierdzita wplyw chemeryny na zaangazowane w sekrecj¢ gonadotropin
szlaki sygnalowe (Akt, MAPK/Erk1/2 i AMPK), co wskazuje na potencjalny
mechanizm, za posrednictwem ktérego adipokina ta moze oddziatywaé na
komorki docelowe.

Powyzsze publikacje byly juz poddane wnikliwej analizie przez redakcje
czasopism i recenzentéw, a fakt ich opublikowania w prestizowych
czasopismach wskazuje na ich wysoka warto$¢ naukows. Prace stanowig
logiczny uktad, s3 napisane zrozumiale i zawierajg szczegblowy opis metod,
wynikéw, a takze prawidlowo przeprowadzona dyskusje. Chciatabym jedynie
zwrécié  uwage, ze lepszag  kontrola  negatywng w  reakeji
immunofluorescencyjnej, od ominiecia przeciwciata pierwszorzgdowego, jest
zastosowanie nieimmunizowanej surowicy pochodzacej od gatunku
zwierzecia, od ktorego pochodzi przeciwciato pierwszorzedowe.

Ponadto rozprawa zawiera opracowanie w jezyku polskim, ktore
rozpoczyna przedstawienie streszczefi, w jezyku polskim i angielskim, oraz
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spis publikacji sktadajacych si¢ na rozprawe doktorska. Rozdziat kolejny —
Wstep, bedacy syntetycznym przegladem literatury, stanowi cickawe
wprowadzenie do podjgtej w pracy tematyki. Doktorantka zwrécita w nim
uwage na wcigz slabo poznang role chemeryny w rozrodzie, zwlaszcza
zwierzat gospodarskich. Rozdzial ten napisany jest bardzo rzeczowo i
prowadzi do klarownie zdefiniowanego celu pracy i zakresu badan. Bardzo
dokladny opis materiatu badawczego i stosowanej metodyki badan zostal
zawarty w rozdziale Materialy i Metody. Ekspresj¢ systemu chemerynowego
badano w czterech okresach cyklu rujowego — fazie wczesnolutealnej,
érodkowolutealnej, péznolutealnej i pecherzykowej, oraz w czterech okresach
wezesnej cigzy, obejmujacych migracje zarodkéw w macicy, matczyne
rozpoznanie ciazy, jak rowniez poczatek i zakonczenie implantacji. Stosowane
metody to: analiza real-time PCR, Western blotting, immunofluorescencja,
hodowle in vitro komérek przedniego plata przysadki, metoda
immunoenzymatyczna, oraz analiza statystyczna. W tej czeSci rozprawy
zabraklo mi wyjasnienia dlaczego w badaniach in vifro zastosowano dwie
dawki chemeryny do oceny jej wptywu na indukowang GnRH #/lub insuling
sekrecje gonadotropin, i jak odnosza si¢ one do warunkow fizjologicznych.
Réwniez chcialabym prosié o komentarz dlaczego do okreslenia wplywu
chemeryny na aktywacje szlakow sygnatowych w komoérkach przedniego plata
przysadki uzyto tylko jednej dawki.

W rozdziale ,,Wyniki” podsumowano w skondensowanej formie wyniki
zawarte w dwéch pracach stanowiacych rozprawe doktorska. Po przeczytaniu
tego rozdziatu nasunely mi si¢ nastgpujace spostrzezenia i pytania dotyczace
pracy:

1. Czy sprawdzano obecnos¢ systemu chemerynowego w komorkach
laktotropowych?

2. Jaka moze by¢ przyczyna braku lokalizacji  systemu
chemerynowego w komérkach kortykotropowych?

3. Nie znalaztam wytlumaczenia odno$nie zastosowanych czasow
inkubacji komorek przedniego plata przysadki z chemeryng w
eksperymentach in vitro, ktérych wyniki przedstawiono w obydwu
pracach sktadajacych si¢ na rozprawe.

4. Analizujac wyniki w wielu przypadkach uderza brak zgodnosci
miedzy poziomem mRNA i bialka. Wyjasnienie tego zjawiska
znalaztam w publikacjach, jednak dobrze byloby, gdyby podobny
komentarz znalazt si¢ w opracowaniu.

Polskojezyczne opracowanie zamyka szes¢ wnioskéw oraz wykaz
wybranych pozycji pismiennictwa w liczbie 44. Za najwazniejsze osiggniecie
rozprawy doktorskiej Pani mgr Katarzyny Kisielewskiej uznaje (1) wykazanie,
7e ekspresja chemeryny i jej receptorow w obydwu platach przysadki Swini
ulega zmianom w réznych fazach cyklu 1 wczesnej ciazy, co sugeruje zwigzek
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systemu chemerynowego ze zmiennym statusem hormonalnym, oraz (2)
wykazanie wplywu chemeryny na profil sekrecyjny gonadotropin oraz
aktywacje/inhibicje szlakéw sygnatowych Akt, MAPK/Erk1/2 i AMPK w
przysadce $wini.

Reasumujac, przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Katarzyny
Kisielewskiej stanowi poszerzenie dotychczasowej wiedzy na temat udziatu
chemeryny, hormonu wigzanego dotychczas z kontrolg metabolizmu, w
regulacji proceséw rozrodczych $wini na poziomie przysadki moézgowej. Jest
to praca pionierska, wartosciowa dla nauki, wykazujaca ogdlna wiedze
Doktorantki oraz umiejetnoéé samodzielnego prowadzenia przez nig badan
naukowych. Wysoko oceniam warto$¢ merytoryczng badaf, ich wykonanie i
interpretacje. Natomiast poczynione z obowigzku recenzenta drobne uwagi nie
wplywaja istotnie na jej warto$¢ merytoryczna. Uzyskane wyniki stanowig nie
tylko warto$¢ poznawcza, ale réwniez podstawe do dalszych badan,
zmierzajacych do poznania mechanizméw regulujacych funkcje wydzielnicze
przysadki.

WNIOSEK KONCOWY

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Katarzyny Kisielewskiej:
L Wplyw chemeryny na funkcje przysadki $wini domowej (Sus scrofa
domestica L.) w cyklu rujowym i wezesnej cigzy” spelnia warunki okreslone w
artykule 13 ust. 1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach i tytule w
zakresie sztuki (Dz. U. z 2014 r. poz. 1852 z p6zniejszymi zmianami) stawiane
pracom doktorskim i w zwiazku z powyzszym zwracam si¢ do Rady Naukowej
Dyscypliny nauki biologiczne Uniwersytetu Warmifisko-Mazurskiego w
Olsztynie z wnioskiem o dopuszczenie mgr Katarzyny Kisielewskiej do
dalszych etapow przewodu doktorskiego. Jednoczesnie proponuj¢ wyréznienie
recenzowanej przeze mnie rozprawy doktorskiej stosowna nagroda.
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