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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Edyty Rytelewskiej pt.
” Rola chemeryny w jajniku $wini domowej
{Sus scrofa domestica L.)”

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Edyty Rytelewskiej
zostala wykonana w Katedrze Anatomii i Fizjologii Zwierzat Wydzialu
Biologii i Biotechnologii Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie,
pod kierunkiem prof. dr hab. Niny Smolinskiej - promotora oraz dr Marty
Kiezun - promotora pomocniczego. Badania zrealizowano w ramach dwéch
projektéw badawczych finansowanych przez Narodowe Centrum Nauki:
OPUS 9 (nr 2015/17/B/NZ9/03595) oraz PRELUDIUM 14 (nr
2017/27/N/NZ9/00638), ktérych kierownikami byly odpowiednio Pani
Promotor oraz Doktorantka.

Dysertacja obejmuje cykl trzech prac naukowych opublikowanych w latach
202012021 w renomowanych czasopismach z zakresu biologii rozrodu,
indeksowanych w bazie JCR (Journal Citation Reports), tj. Molecular
Reproduction and Development (1IF=2,609; punkty MEiN=100),
Theriogenology (1F=2,74; punkty MEiN=140) oraz Biology of Reproduction
(IF=4,285; punkty MEiN=200). Sumaryczny wspolczynnik oddziatywania (IF,
imapct factor) czasopism jest wysoki i wynosi 9,634, natomiast suma punktéw
MEiN to 440 (wg komunikatu MEiN w sprawie wykazu czasopism naukowych
z dnia 21 grudnia 2021 roku). We wszystkich przediozonych publikacjach
Doktorantka jest pierwszym autorem, a dodatkowo w jednej jest réwniez
autorem korespondencyjnym. Publikacje sg wieloautorskie (odpowiednio
dziesi¢ciu i oSmiu autor6w), jednak z dolgczonych do rozprawy doktorskiej
odwiadczen wspélautoréw wynika, ze Pani mgr Edyta Rytelewska brata udzial
w opracowaniu koncepcji oraz metodyki badan, przeprowadzeniu badan
laboratoryjnych, analizie i zarzadzaniu danymi, opracowaniu i walidacji
wynikow, przygotowaniu manuskryptu i udzielaniu odpowiedzi recenzentom.
Warto podkreslic takze Jej skuteczno$¢ w pozyskiwaniu $rodk6w na badania w
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postaci projektu PRELUDIUM 14. Uwazam, ze wkiad Doktorantki w
powstanie publikacii stanowigcych podstawe Jei dysertacii jest wystarczaiacy i
nie budzi zastrzezen.

Jajnik ssakéw odpowiada za produkcje komorek rozrodezych oraz za
synteze hormonéw steroidowych. Jego funkcjonowanie jest regulowane przez
przysadkowe gonadotropiny, steroidy oraz lokalnie produkowane czynniki,
ktorych dzialanie jest zalezne od stanu fizjologicznego samicy (faza cykiu
rujowego, cigza). Chemeryna jest hormonem modulujacym odpowiedz
immunologiczng organizmu oraz jego homeostaze energetyczng, dzieki czemu
zaliczana jest zaréwno do cytokin i1 adipokin. Badania ostatnich lat wskazuja,
ze chemeryna moze by¢ lokalnie syntetyzowana w jajniku ssakéw, a
oddzialujgc poprzez swoje receptory CMKLR1, GPR1 i CCRL2 moze
wywieraé bezposredni wplyw na komdrki jajnika, co pozwala zaklada¢ jej
istotny udzial w regulacji funkcji gonady zenskiej. Dotychczasowe doniesienia
na temat ekspresji poszczeg6inych elementoéw sytemu chemerynowego w
jajniku ludzi i zwierzat oraz kompleksowej roli chemeryny w regulowaniu jego
funkcjonowania sg jedynie fragmentaryczne. Co wigcej, brak jest takich
informacji w odniesieniu do zwierzat gospodarskich, w tym swini domowej, u
ktorych zaburzenia homeostazy energetycznej moga negatywnie wplywac na
potencjal rozrodezy. W zwiazku z tym, poszerzenie aktualnego stanu wiedzy
na ten temat oraz wyjasnienie wplywu chemeryny na podstawowe procesy
zachodzgce w jajniku Swini, 4. steroidogeneza, angiogeneza 1 apoptoza, czego
podjela si¢ Doktorantka w przedlozonej mi do recenzji pracy doktorskiej,
nalezy uzna¢ za szczegélnie istotne i zasadne. Podjeta tematyka doskonale
wpisuje si¢ w nurt badan prowadzonych przez zespo6t badawczy prof. Niny
Smolinskiej 1 konsekwentnie stanowi ich kontynuacje. Doktorantka postawila
hipoteze badawczg zakladajaca ndziat chemeryny w regulacii funkcjonowania
jajnikéw swini domowej i zweryfikowala jg wykonujac szereg dobrze
zaplanowanych doswiadczen oraz wykorzystujgc podstawowe metody
badawcze tj. analiza Western blot, real-time PCR, immunofluorescencja,
metoda radioimmunologiczna oraz immunoenzymatyczna oraz hodowle
komoérkowe. Badania przeprowadzono na modelu $wini domowej Sus scrofa
domestica L., kt6ra wykazuje podobienstwo anatomiczne i fizjologiczne do
cziowieka, a dodatkowo jest waznym gatunkiem gospodarskim. Stwierdzam,
ze podjeta tematyka badawcza jest warto$ciowa, a uzyskanie kompleksowych
wynikoéw badan moze przyczyni¢ si¢ nie tylko do pelniejszego zrozumienia roli
chemeryny w funkcjonowaniu jajnika $wini, ale takze moze zostaé
wykorzystane w optymalizacji rozrodu $wini, a tym samym zwiekszaniu
efektywnodci produkeji trzody chlewne;j.



OMOWIENIE PUBLIKACJI STANOWIACYCH PODSTAWE
ROZPRAWY DOKTORSKIE]

W pierwszej publikacji wchodzacej w sklad dysertacji, Doktorantka
wykazala obecno$¢ transkryptu oraz biatka dla chemeryny i jej receptoréw
CMKLRI1, GPR1 i CCRL2 w pecherzykach jajnikowych $win niedojrzatych
oraz dojrzatych plciowo, a takze w cialkach zoéttych $win bedacych w cykiu
rujowym lub we wezesnej cigzy. Ponadto przedstawiono szczegéltows
lokalizacje chemeryny oraz jej receptoré6w we wszystkich badanych
strukturach jajnikach $wini w réznych stanach fizjologicznych, a takze
zawarto$¢ chemeryny w plynie pecherzykowym zwierzat niedojrzalych i
dojrzalych piciowo. Wykazano, Ze ekspresja transkryptéw i bialek elementéw
systemu chemerynowego zalezna jest od etapu rozwoju pecherzyka
jajnikowego lub fazy cyklu rujowego/etapu wezesnej cigzy w przypadku cialek
zohtych, co wynika prawdopodobnie z réZznego statusu hormonalnego tych
zwierzat. Nalezy podkresli¢, ze sg pierwsze tak kompleksowe badania
dotyczace obecnosci uktadu chemerynowego w jajniku.

Celem drugiej pracy bylo zbadanie wplywu dwdéch dawek chemeryny na
podstawowg oraz stymulowang (przez LH/FSH i/lub insuling) sekrecje
hormonéw sterocidowych (progesteronu, androstendionu, testosteronu, estronu i
estradiolu) przez komoérki ziarniste i ostonki wewnetrznej pecherzyka
jajnikowego $wini oraz komorki lutealne izolowane podczas cyklu rujowego i
we wezesnej cigzy. Uzyskane wyniki wykazaly zmiany w koncentracji
hormonéw steroidowych w pozywce hodowlanej pochodzgcej z hodowli in
vitro wymienionych typow komorek jajnika, wskazujgc jej wplyw zaréwno na
podstawowe oraz stymulowane wydzielanie steroidow.

Trzecia publikacia stanowigca cykl rozprawy doktorskiej przedstawia
wplyw dwoch dawek chemeryny na koncentracje czynnikow angiogennych
(VEGF-A 1 bFGF) w pozywce z hodowli in vifro komérek lutealnych $wini
izolowanych z cialek z6ltych wezesnej, srodkowej i poznej fazy lutealnej, a
takze ekspresje bialek dia receptor6w VEGFR1, VEGFR2, VEGFR3, FGFR1 i
FGEFRZ. Zaobserwowano stymulujgey wplyw chemeryny na sekrecje obu
czynnikow angiogennych oraz na ekspresje ich receptoréw we wszystkich
fazach cyklu rujowego. Drugi nurt tej pracy dotyczy wplywu chemeryny na
proces apoptozy w komorkach Iutealnych $wini. W tym celu badano ekspresje
biatek Fas i FasL, Bel-2, BAX i kaspazy 3 podczas cyklu rujowego w
hodowanych in vitro komérkach lutealnych oraz wykazano modulujacy wplyw
chemeryny zalezny od fazy cyklu rujowego.

Lektura powyzszych publikacji byla dla mnie satysfakcjonujgca i nie
znalazlam w nich elementéw problematycznych. Zaréwno strona



merytoryczna, jak i warto$¢ naukowa uzyskanych wynikéw zostaly poddane
wnikliwej ocenie przez Recenzentéw i Edytoréw czasopism, ktérzy
zaakceptowali prace do druku. Prace stanowig logiczny i spojny uklad, sa
napisane zrozumiale, z jasno postawionymi celami, szczegélowym opisem
metod analitycznych oraz wynikéw, a takze prawidlowo przeprowadzong
dyskusjg. Uzyskane rezultaty majg charakter nowatorski, a warto$¢ poznawcza
wynikéw otrzymanych przez Panig mgr Rytelewska oceniam wysoko.

OMOWIENIE OPRACOWANIA W JEZYKU POLSKIM

Publikacjom wchodzacym w sklad dysertacji Pani mgr Edyty Rytelewskiej
towarzyszy opracowanie w jezyku polskim. Obejmuje ono 47 stron i zawiera:
streszczenia w jezyku polskim i angielskim, wykaz publikacji sktadajacych sie
na rozprawe doktorska, wstep, uzasadnienie wyboru modelu badawczego,
hipoteze oraz zadania badawcze, material i metody badawcze, wyniki,
podsumowanie uzyskanych wynikéw i wnioski. Do publikacji dolgczono
réwniez o$wiadczenia wspolautoréw prac, z ktérych wynika wiodacy udzial
Doktorantki w omawianych publikacjach. Na koncu opracowania znajduje si¢
bibliografia obejmujaca 57 cytacji. Musze podkresli¢, Ze ta czes¢ pracy zostala
przygotowana z niezwyklg dbaloscig o szczegély, starannie, estetycznie i
wzorowo pod wzgledem merytorycznym, jezykowym i edytorskim. Swiadczy
to o ogromnej pracy, jakg Doktorantka wlozyla w jej przygotowanie, bardzo
dobrej umiejetnosci przekazu zawartych w niej tresci oraz zdolnosci
poprawnego postugiwania si¢ jezykiem polskim.

We Wstepie Doktorantka scharakteryzowata chemeryne i jej receptory,
wyjasnila jej podstawowe dzialanie w organizmie na uklad immunologiczny
oraz uirzymanie rGwnowagi energetycznej, a takze przedstawila dotychczas
7nang ekspresje systemu chemerynowego w jajniku ssakéw oraz
zaangazowanie chemeryny w regulacje procesow steroidogenezy, angiogenezy
i apoptozy, uzasadniajac tym samym cel pracy. Rozdzial jest napisany
czytelnie i przejrzyscie, co potwierdza dobre zapoznanie si¢ Doktorantki z
tematykg prowadzonych badan. Dodatkowo przekonujgco uzasadniono wybdr
modelu badawczego, podkreslajac jego uzytecznosé w badaniach
biomedycznych oraz podobiefistwo do czlowieka pod wzgledem
anafomicznym, fizjologicznym i metabolicznym. W mojej opinii ta czgs$¢ pracy
jest napisana bardzo dobrze pod wzgledem jezykowym i edytorskim,
uniemozliwiajge tym samym recenzentowi wskazanie jakichkolwiek
niedociagnied.

W dalszej czgsci opracowania polskoj¢zycznego znajduja sie jasno i
poprawnie sformutowane hipotezy badawcze oraz cele pracy, ktore zostaly



zrealizowane dzigki odpowiednio zaplanowanym doswiadczeniom opisanym w
rozdziale Metody badawcze. Material badawczy stanowity pecherzyki
jajnikowe niedojrzatych i dojrzatych plciowo Swin oraz ciatka zolte
pochodzace z poszezegdinych faz cyklu rujowego oraz z okresu wezesne]
cigzy. Uwazam, ze ze wzgledu na duzg réznorodnosé badanych struktur
jajnika, r6zny stan fizjologiczny zwierzat oraz zréznicowanie wykonanych
analiz, znacznym wlatwieniem w podgzaniu za kolejnymi zadaniami
badawczymi byloby przygotowanie obrazujacego je schematu. Poszczegoine
metody badawcze zostaly przedstawione bardzo szczegbiowo, co pozwala
sadzi¢, iz wynika to samodzielnego ich wykorzystania przez Doktorantke.
Mam jednak kilka uwag i watpliwosci dotyczgcych badania ekspresji genéw
metodg real-time PCR:

1. Z opracowania polskoiezycznego oraz publikacii 1 wynika, ze
wykorzystano inne geny referencyjne do analizy ekspresji gendow w
catych pecherzykach jajnikowych, a inne w komorkach ziarnistych,
ostonki wewnetrznej i ciatku z6ltym. Czy mozna zatem
poréwnywac obserwowany poziom ekspresji? Z czego wynika takie
podejscie?

2. W opracowaniu polskojezycznym wskazano, ze geny UBC' i
RNA8S zostaly wybrane na podstawie prac Martyniaka i in. (2017,
2018). Prace te zostaly wykonane na jajowodzie $wini, a zatem czy
Doktorantka przeprowadzila walidacje wybranych genéw na
badanych przez nig tkankach? Jakie programy zostaly wykorzystane
do wykonania walidacji?

3. Dlaczego do obliczenia wzglgdnych pozioméw ekspresji badanych
genéw wykorzystano dwie rézne metody wg Pfaffla (2001) i Livaka
i Schmittgena (2001)7

W rozdziale Wyniki w sposéb skondensowany i klarowny przedstawiono
uzyskane rezultaty. Tres¢ rozdziahu jest zgodna z zawartoscia publikacji
stanowigcych podstawe dysertacji i w adekwatny sposéb odnosi sie do
poszczeg6lnych rycin i tabel w nich zawartych. Kontynuacig tego rozdzialu
jest kolejny - Podsumowanie uzyskanych wynikéw i wnioski, w ktérym
przedstawiono analize otrzymanych wynikéw, zakoficzong jednym ogélnym
wnioskiem moéwigcym, ze chemeryna jest waznym czynnikiem regulujacym
funkcjonowanie jajnika $wini. Potwierdza to skuteczng realizacje zalozonych
celéw pracy.

Po przeczytaniu omoéwienia polskojezycznego oraz cyklu publikacji
nasunely mi sie nastepujace pytania i uwagi:



1. Wskazujac na zalezno$¢ ekspresji chemeryny i jej receptoréw w
pecherzykach jainikowych oraz cialu z6htym $wini od statusu
fizjologicznego zwierzat (fazy cyklu rujowego, cigzy), ktory jest
zZwigzany ze zmianami w poziomie steroidéw, warto byloby
zbadaé wplyw estradiolu i progesteronu na ekspresj¢ elementéw
systemu chemerynowego w jajniku $wini.

2. Doktorantka wnioskuje, ze chemeryna moze regulowal wzrost i
dojrzewanie pecherzykow jainikowych (strona 43). Nie wynika
to bezposérednio z przeprowadzonych analiz, dlatego chciatbym
prosi¢ o zaproponowanie do$wiadczen, ktére moglyby
potwierdzi¢ te przypuszczenia.

3. Publikacja 2 przedstawia wplyw chemeryny na sekrecje
steroidow przez komorki ziarniste i ostonki wewnetrznej
pecherzyka jajnikowego oraz komorki lutealne cialka zoltego
$wini. Doskonatym uzupeinieniem zaprezentowanych wynikow
byloby zbadanie aktywnosci enzymow szlaku steroidogenezy
i/lub ekspres;ji ich bialek. Czy Doktorantka rozwazala
przeprowadzenie takich analiz w swojej pracy?

4. Na stronie 39 Doktorantka pisze, ze chemeryna wplywa na
proces angiogenezy w ciatkach zéttych $wini. Uwazam to
stwierdzenie za zbyt $miale, gdyZ nie badano funkcjonalnej
angiogenezy, a jedynie koncentracj¢ czynnikéw angiogennych
oraz ich receptorow.

5. W publikacji 3 badano wplyw chemeryny na proces apoptozy.
Zabrakto mi jednak analizy aktywnosci efektorowej kaspazy 3
oraz incjatorowych kaspaz 8 i 9, kt6ra jednoznaczne wskazatby
czy proces apoptozy jest aktywowany i ktérym szlakiem on
przebiega.

PODSUMOWANIE

Rozprawg doktorskg Pani mgr Edyty Rytelewskiej oceniam wysoko i
uwazam j3 za wartosciowe osiagniecie naukowe, ktore stanowi istotny wkiad
w poszerzenie aktualnego stanu wiedzy na temat wplywu chemeryny na
funkcje jajnika. Mam ogromna nadzieje, ze obserwacje Doktorantki beda
kontynuowane i uzupelnione o bardziej szczeg6lowe i mechanistyczne badania
w trakeie dalszych prac prowadzonych przez Zespot. W przedstawionej ocenie
skupitam si¢ na formalnej stronie rozprawy, z uwzglednieniem merytorycznej i
technicznej jakosci prowadzonych badan. Wszystkie te aspekty pracy oceniam



pozytywnie, a moje uwagi zawarte w przedlozonej recenzji nie umniejszajg jej
wartosci merytorycznej.

Za najwazniejsze osiagni¢cia dysertacii uznaj¢: (1) wykazanie po raz
pierwszy ekspresji mRNA i biatka oraz szczegélowej lokalizacji chemeryny i
jej receptorow CMKLR1, GPR1 1 CCRL2 w pgcherzykach jajnikowych
niedojrzalych i dojrzatych piciowo swin oraz ciatkach zo6ltych z cyklu
rujowego oraz wcezesnej ¢igzy, co swiadcezy o lokalnej syntezie chemeryny i jej
mozliwym bezposrednim dzialaniu na komérki jajnika w réznych stanach

fizjologicznych; (2) wykazanie zr6znicowanego wplywu chemeryny na
podstawowg oraz stymulowang sekrecj¢ hormonéw steroidowych przez
komérki pecherzyka jajnikowego oraz cialtka z6Hego Swini; (3) wykazanie
wplywu chemeryny na ekspresje bialek zwigzanych z angiogenezg (VEGF-A 1
bFGF oraz ich receptoréw VEGFR1, VEGFR2 i VEGFR3) i apoptozg (Fas,
FasL, Bcl-2, BAX i kaspaza 3) w komorkach lutealnych $wini w zaleznosci od

fazy cyklu rujowego.

WNIOSEK KONCOWY

-

Z peinym przekonaniem uwazam, Ze przedstawiona do oceny rozprawa
doktorska mgr Edyty Rytelewskiej pt. ” Rola chemeryny w jajniku $wini
domowej (Sus scrofa domestica L.)” spelnia warunki okreélone w artykule 13
ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. 22016 1. poz. 882 z pézn. zm.) stawiane pracom doktorskim i w
zwigzku z powyzszym zwracam si¢ do Wysokiej Rady Naukowej
Dyscypliny nauki biologiczne Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w
Olsztynie z wnioskiem o dopuszezenie mgr Edyty Rytelewskiej do dalszych
etapéw przewodu dokterskiegeo. Z uwagi na opublikowanie uzyskanych
wynikéw w renomowanych czasopismach naukowych z zakresu biologii
rozrodu, ich wysoki poziom naukowy oraz wzorowe przygotowanie
opracowania polskojezycznego, wnioskuje o wyrbZnienie recenzowanej przeze
mnie pracy doktorskiej stosowng nagroda.
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