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Recenzja pracy doktorskiej mgr Edyty Rytelewskiej

pt. ”Rola chemeryny w jajniku Swini domowej (Sus scrofa domestica L..)”

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Edyty Rytelewskiej zatytulowana “Rola
chemeryny w jajniku §wini domowej (Sus scrofa domestica 1..)” zostata wykonana w Katedrze Anatomii
i Fizjologii Zwierzat Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie pod opieka Promotora
naukowego Pani prof. dr hab. Niny Smolinskiej oraz Promotora pomocniczego Pani dr Marty Kiezun.

Na oceniang rozprawe doktorska sklada si¢ polskojezyczne opracowania w formie manuskryptu
oraz trzy prace oryginalne, opublikowane w jezyku angielskim, wszystkie w recenzowanych,
migdzynarodowych czasopismach z listy Journal Citation Reports (JCR), ktore ukazaly sie w 2020 i 2021

roku. Publikacje stanowigce rozprawe doktorska:

1. Rytelewska E., Kisielewska K., Kiezun M., Dobrzyn K., Gudelska M., Rak A., Dupont I.,
Kaminska B., Kaminski T., Smolifiska N. 2020. Expression of chemerin and its receptors in the ovaries
of prepubertal and mature gilts. Molecular Reproduction and Development 87: 739-762 (IF- 2,609; pkt.
MEIN = 100)

2. Rytelewska E., Kiezun M., Kisielewska K., Gudelska M., Dobrzyin K., Kaminska B., Kaminski
T., Smolinska N. 2021. Chemerin as a modulator of ovarian steroidogenesis in pigs: an in vitro study.
Theriogenology 160: 95-101 (IF- 2,74; pkt. MEIN = 140)

3. Rytelewska E., Kiezun M., Zaobidna E., Gudelska M., Kisielewska K., Dobrzyn K., Kamifiski
T., Smolinska N. 2021. Chemerin as a modulator of angiogenesis and apoptosis processes in the corpus
luteum of pigs: an in vitro study. Biology of Reproduction 105(4): 1002-1015 (IF- 4,285; pkt. MEIN
=200)

Laczny wspotczynnik oddziatywania (IF) czasopism, w ktorych opublikowano prace bedace
podstawa ubiegania si¢ o nadanie stopnia doktora wynosi 9,364, a suma punktéw Ministerstwa Edukacji
1 Nauki to 440. ‘

W zgloszonych do rozprawy doktorskiej publikacjach Pani mgr Edyta Rytelewska jest pierwszym
autorem, w tym w jednej z nich jest rowniez autorem korespondencyjnym. Przedstawione publikacje sa
wieloautorskie, licza od o$miu do dziesigciu autordw, co jest zrozumiale w Swietle ztozonej tematyki,
ilodci wynikow oraz ich szczegdtowego opracowania. Do kazdej publikacji Autorka dolaczyta podpisane
indywidualnie o$wiadczenia wszystkich wspolautorow prac, ktorzy szczegélowo okreslili zakres swojego

zaangazowania w wykonywanie badaf i przygotowanie poszczegélnych publikacji. Tres¢ tych
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o$wiadczen, jednoznacznie podkre$la bardzo duzy wklad Doktorantki w opracowanie koncepcji oraz
metodyki badan, przeprowadzenie badan laboratoryjnych, analize i zarzadzanie danymi, opracowanie
i walidacji wynikdw, przygotowanie pierwotnej wersji manuskryptu i udzielenie odpowiedzi recenzentom
podczas procesu publikacyjnego. Nalezy podkresli¢ rowniez udziat Doktorantki w pozyskiwaniu Srodkow
na badania, co miato migjsce w przypadku pracy opublikowanej w Biology of Reproduction, ktéra
powstala w ramach projektu PRELUDIUM 14. W zwiazku z tym, znaczacy wklad Doktorantki

w powstanie kazdej z prac nie budzi watpliwosci.

Integralng cz¢$cig rozprawy doktorskiej jest polskojezyczne opracowanie przygotowane w formie
manuskryptu. Zawiera ono: streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wykaz publikacji sktadajacych si¢
na rozprawe doktorska, wstep bedacy syntetycznym przegladem literatury, uzasadnienie wyboru modelu
badawczego, hipotezy oraz zadania badawcze, material i metody badawcze, wyniki, podsumowanie
i wnioski, kopie publikacji wraz z oéwiadczeniami wspoOlautoréw oraz wykaz wybranych pozycji
bibliografii. Nalezy podkresli¢, ze badania do pracy doktorskiej byly realizowane w ramach projektow
badawczych OPUS 9 (nr 2015/17/B/NZ9/03595) oraz PRELUDIUM 14 (ar 2017/27/N/NZ9/00638)

ze Srodkow Narodowego Centrum Nauki.

Tematem prezentowanej pracy doktorskiej jest wyjasnienie udziatu chemeryny w regulacji funkcji
jajnika $wini domowej w czasie cyklu i wczesnej cigzy. Podjeta tematyka badawcza jest
w pelni uzasadniona i wpisuje si¢ w naukowe zainteresowania Zespolu badawczego, w ktérym

Doktorantka realizowala badania do pracy doktorskie;j.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska w rzetelny 1 ciekawy sposdb przedstawia
i systematyzuje ogrom informacji dotyczacych chemeryny, kolejnej adipokiny, bedacej w ostatnich latach
przedmiotem intensywnych badan. Chemeryna ma wielokierunkowe dzialanie, zaangazowana jest
w modulacje odpowiedzi immunologicznej, wykazuje silne wlasciwosci prozapalne, nasila
insulinooporno$é, a takze bierze udzial w regulacji homeostazy energetycznej, gléwnie przez modulacje
metabolizmu weglowodandw czy lipidow. Najnowsze badania wskazuja na mozliwy udziat tej adipokiny
w kontroli ukladu rozrodczego samicy. Jednak jej rola oraz mechanizm dzialania w regulacji tych
proceséw na poziomie jajnika, nie sa w petni wyjasnione. Wiasciwe funkcjonowanie jajnikow warunkuje
prawidlowy przebieg cyklu oraz zapoczatkowanie i utrzymanie cigzy, dlatego tez, okreslenie wplywu
chemeryny na. jajnik oraz wybrane procesy zaangazowane w regulacje funkcji tego narzadu, ktorych
podjeta sie Doktorantka nalezy uzna¢ za nowatorskie i wazne. Przedlozona do recenzji rozprawa doktorska
Pani mgr Edyty Rytelewskiej wpisuje si¢ w przedstawione zagadnienia. Ma ona na celu pelniejsze
poznanie roli chemeryny w regulacji proceséw rozrodczych Swini. Zagadnienia poruszane przez

Doktorantke sg aktualne i godne uwagi.

Publikacje wchodzace w sklad rozprawy doktorskiej mgr Edyty Rytelewskiej zostaly juz

pozytywnie ocenione przez kompetentnych recenzentéw powolanych przez redakcje czasopism
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naukowych oraz edytoréw czasopism, w ktorych zostaly opublikowane, dlatego oceniam je w aspekcie
poznawczym i jako wklad w rozwdj dyscypliny naukowe;.

W pierwszej publikacji, opublikowanej w Molecular Reproduction and Development, Pani
mgr Edyta Rytelewska podjeta sig: (1) okreslenia profilu ekspresji genéw i bialek chemeryny oraz jej
receptoréw (CMKLRI1, GPR1, CCRL2) w pecherzykach jajnikowych éwin niedojrzatych plciowo oraz
w komérkach ziarnistych, komérkach ostonki wewnetrznej i ciatkach zottych $win podczas wybranych
etapéw cyklu rujowego (faza wezesnolutealna, srodkowolutealna, pdznolutealna i pecherzykowa) oraz
wczesnej ciazy (okres migracji zarodkéw w macicy, okres matczynego rozpoznania ciazy, poczatek
implantacji i zakoficzenie implantacji); (2) oceny lokalizacji bialek systemu chemerynowego w jajnikach
$win niedojrzatych i dojrzafych plciowo; (3) zbadania koncentracji chemeryny w plynie pecherzykowym
u tych zwierzat. Uzyskane wyniki wykazaly, ze chemeryna jest produkowana lokalnie w jajnikach swin
oraz, ze hormon ten bezposrednio wplywa na funkcjonowanie komorek jajnikow, co potwierdza obecnosé
receptoréw chemeryny we wszystkich beldanych strukturach jajnika. Stwierdzono réwniez, Ze ekspresja
gendw i biatek chemeryny oraz jej receptoréw zalezy od typu komoérek, dojrzatosci piciowej zwierzat oraz
fazy cyklu rujowego V/lub okresu wczesnej ciazy. Ponadto, wykazano, ze stgzenie chemeryny w plynie
pecherzykowym $wifi zmienia si¢ w zaleznosci od stanu fizjologicznego zwierzat. Uzyskane wyniki
sugeruja, ze chemeryna moze by¢ waznym czynnikiem regulujacym czynno$¢ jajnikow Swini.
Na podkredlenic zastuguje fakt, ze jest to pierwsza dostepna w literaturze kompleksowa identyfikacja
ekspresji chemeryny i jej receptoréw w jajniku $wini.

W drugiej pracy, opublikowanej w Theriogenology , Doktorantka wykazala, ze w warunkach
in vitro chemeryna zmienia podstawowa i regulowang hormonem luteinizujacym (LH), hormonem
folikulotropowym (FSH) i/lub insuling sekrecj¢ hormon6w steroidowych, w tym progesteronu,
androstendionu, testosteronu, estronu i estradiolu, przez komorki ziarniste i komorki ostonki wewngtrznej
pecherzyka jajnikowego oraz komorki Jutealne $wif w réznych okresach statusu reprodukcyjnego. Wyniki
wskazuja, ze chemeryna w zaleznosci od fazy cyklu rujowego i/lub okresu wezesnej cigzy stymuluje lub
hamuje wydzielanie hormonéw steroidowych przez komorki jajnika i ta droga moze wplywaé na funkeje
rozrodeze. Uzyskane dane poszerzaja wiedze o mozliwym wplywie chemeryny na proces steroidogenezy
w jajniku Swini.

Kolejna praca, ktéra ukazata sie w Biology of Reproduction, miata na celu okreSlenie wptywu
chemeryny w warunkach in vitro na proces angiogenezy i apoptozy w komorkach lutealnych ciatka zottego
$win w cyklu rujowym (faza wezesnolutealna, érodkowolutealna i poZnolutealna). Doktorantka stosujac
testy immunoenzymatyczne i analizy western blot, wykazata ze chemeryna stymuluje sekrecje gtownych
czynnikéw angiogennych tj. czynnika wzrostu érodblonka naczyniowego A (VEGF-A) oraz zasadowego
czynnika wzrostu fibroblastow (bFGF) przez komorki lutealne oraz zwieksza koncentracje bialek
receptoréw dla czynnikéw angiogennych (VEGFR1, VEGFR2, VEGFR3, FGFRI, FGFR2) w tych
komérkach. Ponadto, Doktorantka stwierdzita, ze chemeryna reguluje, w zaleznosci od fazy cyklu

rujowego, koncentracj¢ biatek czynnikow zaangazowanych w proces apoptozy, w tym biatka Fas i ligandu
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receptora Fas oraz biatka Bel-2, a takze zmniejsza koncentracje kaspazy-3 w komoérkach lutealnych swin.
Na podstawie uzyskanych wynikow Doktorantka wskazuje, ze chemeryna modulujgc ilo$¢ bialek dla
czynnikéw zaangazowanych w regulacj¢ angiogenezy i apoptozy, wplywa na te procesy w jajnikach swini

domowej.

Powyzsze publikacje sa spojne tematycznie i stanowig oryginalne rozwiazanie problemu
naukowego dotyczacego wyjasnienia obecnoscei i roli systemu chemerynowego w jajniku $wini domowej.
Dane przedstawione w publikacjach majg charakter nowatorski, a informacje w nich zawarte wzbogacaja
wiedze z zakresu endokrynnego oddziatywania hormonéw tkanki tluszczowej na funkcjonowanie uktadu
rozrodczego samicy. Ich warto$é poznawcza jest bardzo wysoka, o czym $wiadczy fakt ich opublikowania
w renomowanych czasopismach naukowych o tematyce obejmujacej fizjologi¢ i endokrynologie rozrodu.
Prace te napisane sa w przemyslany sposob, z jasno sformufowanymi celami, szczegdtowa metodyka
i prawidlowo przedstawiona dyskusja. Dokumentacja uzyskanych wynikow w postaci tabel, wykresow
i zdjeé jest klarowna. Chciatabym jedynie zwroci¢ uwage na brak analiz funkcjonalnych (np. oznaczenia
aktywnos$ci kaspazy, pomiar enzyméw steroidogenezy, analiza struktur kapilaropodobnych), ktore
potwierdzityby jednoznacznie zaangazowanie chemeryny w procesy steroidogenezy, angiogenezy oraz

apoptozy i wzbogacily uzyskane wyniki.

Jak wspomniano, poza dolaczonymi publikacjami, w sktad rozprawy doktorskiej wchodzi
polskojezyczne 47-stronnicowe opracowanie zawierajace zwigzly i precyzyjny opis wykonanych badan.
Chcialabym podkresli¢, ze zardwno pod wzgledem merytorycznym jak i edytorskim, opracowanie to jest
przygotowane bardzo starannie, skrupulatnie i czytelnie. Nie mam zadnych zastrzezen do strony

edytorskiej rozprawy.

Przygotowane opracowanie jest przejrzystym pofaczeniem trzech prac skladajacych sig
na rozprawe doktorska. We Wstegpie Doktorantka wyczerpujaco przedstawita dotychczasowy stan wiedzy
w zakresie omawianego zagadnienia oraz wyjasnita wybor modelu badawczego. Ponadto, szczegodtowo
omoéwita strukture i synteze chemeryny, budowe i lokalizacje jej receptorow oraz role systemu
chemerynowego w regulacji wybranych proceséw biologicznych, w tym proceséw rozrodezych.
Doktorantka zwrécila uwage na brak danych dotyczgcych roli chemeryny w funkcjonowaniu jajnikow
swini domowej oraz nieliczne dane dotyczace mozliwego udziatu tej adipokiny w regulacji procesow
steroidogenezy, angiogenezy i apopotozy w jajnikach ssakow. Rozdzial ten jest napisany dojrzale
i doskonale prowadzi do postawionych hipotez badawczych oraz celu pracy, co $wiadczy o pelnym
zrozumieniu tematu przez Doktorantke. Cele pracy oraz Hipotezy badawcze zostaly jasno i poprawnie
sformutowane. Wyroznionych zostalo sze$¢ szczegéfowych zadan badawczych, ktére nastepnie byly
konsekwentnie realizowane. Bardzo doktadnie opisano Material badawczy — wykorzystany
w doswiadezeniach oraz zastosowane Metody badawcze. Nalezy podkresli¢ réznorodnos¢ wykonanych

analiz, co $wiadczy o opanowaniu przez Doktorantk¢ zmudnego warsztatu badawczego. Stosowane
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metody to: hodowle in vitro: komorek ziarnistych i ostonki wewnetrznej pecherzykéw jajnikowych,
komoérek lutealnych ciatka z6ktego, analiza ekspresji genéw metodg real-time PCR, analiza ekspresji biatek
metoda western  blot, barwienia immunofluorescencyjne, analizy immunoenzymatyczne oOraz
radioimmunologiczne do oznaczenia koncentracji hormonéw oraz analizy statystyczne. Zaplanowane
w badaniach analizy sa wilasciwie dobrane i umozliwily realizacje zalozonych celow badawczych.
Poprawne s3 rowniez analizy statystyczne przeprowadzone przy opracowaniu uzyskanych wynikow.
Cato$é zaplanowanych i wykonanych analiz swiadczy o kompetencji metodologicznej Doktorantki oraz Jej
przygotowaniu do planowania i wykonywania nastepnych prac eksperymentalnych.

W rozdziale Wyniki opisano w skondensowanej formie najwazniejsze wyniki zawarte
w pracach stanowiacych rozprawe doktorska. Rozdzial ten podzielono na podrozdziaty, z ktérych kazdy
dotyczyl osobnego zadania badawczego, co przy duzej liczbie uzyskanych danych ulatwito czytanie
i interpretacje wynikéw. Polskojezyczne opracowanie zamyka Podsumowanie oraz gtowne Wnioski, ktore
w jednoznaczny sposob pokazujg na zre'alizowanie postawionych celéw pracy i stanowig istotny wklad
w dotychczasowa wiedze na temat roli chemeryny w regulacji funkcji jajnika $wini domowej. Wnioski sa
poprawne i wynikaja z otrzymanych rezultatéw. Rozdzial Bibliografia obejmuje 57 pozycji ulozonych

alfabetycznie pozycji pismiennictwa.

Bardzo wysoko oceniam  prace zardwno pod  wzglgdem — merytorycznym, jak
i metodycznym, jednak mam kilka pytan i watpliwosci, o ktorych wyjasnienie prosze Doktorantke podezas

publicznej obrony:

1. Prosze wyjasni¢, dlaczego w publikacji nr 1., w analizie wzglednej ekspresji gendw zastosowano
rozne geny referencyjne: geny cyklofilina A i rybosomalne biatko L19 do analiz ekspresji
w pecherzykach jajnikowych, za$ geny: ubikwityny C oraz sekwencje kodujaca RNA male;
podjednostki rybosomu — 18sRNA do analiz ekspresji w komdrkach ziarnistych, ostonki
wewnetrznej oraz ciatkach zéttych?

2. Czy przeciwciala pierwszorzedowe uzyte w immunofluorescencji byty specyficzne dla swini? Czy
byla przeprowadzona walidacja przeciwciat na tkankach $wini? Prosze Doktorantke o wyjasnienie
tej kwestii.

3. Uzyskane w pracy doktorskiej wyniki wskazuja, ze chemeryna wplywa na procesy rozrodcze
samicy, nie badano jednak molekularnego mechanizmu tego dzialania. Prosze wyjasni¢ zatem,
jakie Pani zdaniem mechanizmy moga by¢ zaangazowane w przekazywanie sygnahu chemeryny
w tych procesach?

4, Jaki problem badawczy, ktory wylonit si¢ z Pani badan, uwaza Pani za najbardziej interesujgcy
i zashugujacy na wyjasnienie (oraz dlaczego)?

Przedstawione uwagi maja charakter dyskusyjny i nie umniejszaja wysokiej wartosci

merytorycznej ocenianej dysertacji.
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Za najwazniejsze osiagniecie rozprawy doktorskiej Pani mgr Edyty Rytelewskiej uznaje:
(1) okreslenie ekspresji i lokalizacji chemeryny oraz jej receptoréw w jajnikach $wini domowej; (2)
wykazanie, ze ckspresja genéw i biatek chemeryny oraz jej receptorow zalezy od dojrzatosci plciowe]
$win, fazy cyklu rujowego i/lub okresu wezesnej ciazy; (3) okreélenie wplywu chemeryny na podstawowg
i stymulowana LH/FSH i/lub insuling sekrecj¢ hormondw steroidowych w jajniku, oraz (4) wykazanie
udziahu chemeryny w regulacji biatek zaangazowanych w proces angiogenezy i apoptozy w jajniku Swini

domowe;j.

Podsumowujgc, rozprawe Pani mgr Edyty Rytelewskiej oceniam bardzo wysoko. Stanowi ona
oryginalne, interesujace i kompleksowe opracowanic dostarczajace nowych 1 waznych informacji na temat
roli chemeryny w regulacji funkcji jajnika $wini domowej. Podjeta tematyka jest aktualna i nowatorska,
a uzyskane wyniki wzbogacaja w znaczacy sposdb dotychczasowa wiedzg na temat udzialu chemeryny
w regulacji proceséw rozrodczych §wini. Uzyskane wyniki badan stanowia nie tylko wartos¢ poznawcza,
ale s3 rowniez podstawa do planowania i prowadzenia kolejnych interesujacych eksperymentéw. Nalezy
podkresli¢, ze przeprowadzone badania wymagaty od Doktorantki znajomosci aktualnej literatury, duzego

zaangazowania i opanowania czasochtonnych technik badawczych.
WNIOSEK KONCOWY

7 pelnym przekonaniem uznaje, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Edyty
Rytelewskiej zatytulowana: "Rola chemeryny w jajniku swini domowej (Sus scrofa domestica L.)” spelnia
warunki okreélone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (tj. Dz.
U. z 2022, r. poz.574 ze zm.) stawiane kandydatom ubiegajacym sie 0 uzyskanie stopnia naukowego
doktora. Dlatego tez, zwracam si¢ do Rady Naukowe; Dyscypliny nauki biologiczne Uniwersytetu
Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie z wnioskiem o przyjgcie rozprawy doktorskiej Pani mgr Edyty
Rytelewskiej oraz dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie, z uwagi na wysoka wartos¢ merytoryczng dysertacji oraz oryginalnos$¢ uzyskanych
wynikéw, co znajduje odzwierciedlenie w opublikowaniu ich w czasopismach o $wiatowym zasiggu,

whnioskuje o wyréznienie recenzowanej rozprawy doktorskiej.
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