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OCENA

PRACY DOKTORSKIEJ MGR KATARZYNY BUSKA .

wykonanej w Zakladzie Terapii Do$wiadczalnej, Instytutu Immunologii i Terapii
Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszwelda, Polskiej Akademii Nauk we Wroclawiu,
pod opieka naukowg Pani prof. dr hab. Anny Chelmonskiej- Soyta,
nt.
Wezesne sygnaly obecno$ci zarodkéw w przedimplantacyjnym okresie ciazy

u myszy

Pani mgr Katarzyna Buska przedtozyta do oceny rozprawe doktorska zatytutowang:
»Weczesne sygnaly obecnosci zarodkow w przedimplantacyjnym okresie ciqZy u myszy -
wykonang pod opieka naukowa prof. dr hab. Anny Chelmonskiej- Soyta.

Recenzowana praca doktorska liczy w sumie az 189 stron maszynopisu w ramach
ktorych zostaly zawarte nastgpujace rozdzialy: podziekowania, wykaz publikacji i
doniesien zjazdowych, spis tresci, streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wstep,
hipotezy badawcze, cel pracy, material i metody, wyniki wraz z graficzng formg ich
prezentacji, dyskusja i wnioski, wykaz skrotow uzywanych w pracy, spis tabel i rysunkow
oraz pismiennictwo. Uklad pracy jest poprawny, zgodny z ogdlnie przyjetymi normami.
Badania zrealizowano w oparciu o $rodki finansowe pochodzace z projektu badawczego

NCN, nr N N311 523940.



Podjete przez mgr Katarzyne Buska badania wpisujg si¢ w nurt prac dotyczgcych
wyjasnienia mechanizméw przedimplantacyjnego dialogu pomigdzy zarodkiem na
wczesnym etapie jego rozwoju a organizmem matki. Potrzebe prowadzenia badan
naukowych w tych obszarach badawczych uzasadniajg coraz czgsciej spotykane
zaburzenia cyklu jajnikowego i wezesnej cigzy wystepujace zardéwno u ludzi jak i zwierzat.
Mniej wigcej od konca lat 50 obserwujemy systematyczny spadek wskaznikow rozrodu u
zwierzat gospodarskich ktory siegnat juz ok. 50%. Z kolei w odniesieniu do cztowieka
nieptodnoé¢ malzenska zostata uznana przez Swiatowa Organizacje Zdrowia’za chorobg
spofeczng. Trudno okresli¢, jaki procent populacji w Polsce cierpi na nieptodnos¢, gdyz
badania prowadzone sg lokalnie. Ponadto, jedynie utamek oséb nieptodnych zglasza
problem lekarzom i decyduje sie na leczenie. Szacuje sig, ze problem z poczeciem dziecka
ma juz co pigta para w Polsce, a w nastgpnych latach moze to dotyczy¢ nawet co trzeciej.
Sytuacja ta w przypadku zwierzat gospodarskich powoduje ogromne straty ekonomiczne,
natomiast w odniesieniu do cztowieka jest bardzo powaznym problemem spo{ecznyr’n aza
jej gtowna przyczyne zardwno u ludzi jak i zwierzat uznaje sie¢ wczesng zamieralno$é
zarodkow. Z kolei wczesna zamieralno$¢ zarodkéw nierzadko wynika z zaburzen na
poziomie przedimplantacyjnego dialogu pomigdzy zarodkiem na wczesnym etapie jego
rozwoju a organizmem matki, wynikajagcych z probleméw w regulacjach
immunologicznych cyklu jajnikowego i wezesnej cigzy.

Wobec powyzszych danych i braku informacji na temat identyfikacji szlakéw
sygnatowych zaangazowanych w dialog zarodka i endometrium, podjecie przez mgr
Katarzyn¢ Buska badan w tym kierunku nalezy uznac za trafny wybor.

Na pierwszych stronach dysertacji Autorka wprowadza czytelnika w zagadnienia
dotyczgce dialogu matczyno-zarodkowego jako kluczowego czynnika w powodzeniu
implantacji zarodka. Pani mgr Katarzyna Buska zwraca szczegdlng uwage na
synchronizacje implantacyjnej kompetencji zarodka oraz macicy, szczegdtowo opisuje
wyznaczniki implantacyjnej kompetencji zarodka oraz receptywnosci macicy, nie
zapominajac roéwniez o molekularnych aspektach inwazji trofoblastu.

W kolejnych  podrozdziatach ~ Wsigpu znajdujemy szczegblowy opis
immunologicznych aspektéw przedimplantacyjnego okresu cigzy, zastosowania
klinicznego prowadzonych badn oraz wyjasnienia dlaczego model cigzy u myszy moze
shuzy¢ badaniu niepowodzen rozrodu czlowieka i innych ssakow.

Rola pierwszego rozdziatu pracy doktorskiej z jednej strony polega na

wprowadzeniu czytelnika bezposrednio w przedmiot badan, a z drugiej strony jest zrodtem




informacji o wiedzy i stopniu przygotowania autora do prowadzenia badan w danym
kierunku. W mojej ocenie, pomimo pewnych potknigé stylistycznych Doktorantka
wywigzala si¢ z tych zadan w stopniu bardzo dobrym.

W kolejnym rozdziale rozprawy doktorskiej sformulowano cele badawcze, ktore
jasno wynikajg z zatozonych hipotez badawczych. Nadrzednym Celem badan Pani mgr
Katarzyny Buska byta ocena skutkéw obecnosci zarodkow w przedimplantacyjnej fazie
cigzy, mierzonych jakoscig pfzekazywania sygnatéw od zarodka do organizmu
matczynego w macicy i obwodowych limfocytach T oraz ocena przekazywanié sygnalow

zarodkowych w zaleznosci od jego potencjalu rozwojowego . W szczegdlnosei cel ten

obejmowat:
1. Analize transkryptomu tkanek macicy w przedimplantacyjinym okresie ciazy
naturalne;j.
2. Porownanie proteomow limfocytow T w przedimplantacyjnym okresie cigzy

-

naturalnej jako skutku efektywnej sygnalizacji zareodkowej na obwodzie.

3. Analize¢ transkryptomu tkanek macicy w przedimplantacyjnym okresie ciazy po
transferze zarodkow o zréznicowanym statusie biologicznym z uwazglednieniem oceny
ekspresji genow gltdéwnych $ciezek przekazywania sygnatu.

4. Poréwnanie proteoméw limfocytow T w okresie przedimplantacyjnym po
tranferze zarodkéw o zréznicowanym statusie biologicznym, jako skutku efektywnej
sygnalizacji jakoSci zarodka na obwodzie.

Na poczatku rozdziatu Material i metody scharakteryzowano plan eksperymentéw
wedlug ktorego przeprowadzono badania. Jakkolwiek brak jest dokladnych danych na
temat konkretnej liczby zwierzat uzytych w poszczegdlnych doswiadczeniach. W
rozdziale materiat i metody nie opisano ile samic stanowito grupe dawczyn zarodkow, czy
od wszystkich dawczyn pozyskiwano takg samg liczbe zarodkow do transferu i czy
analizowano i normalizowano liczb¢ wyptukanych zarodkéw — np. pod wzgledem ich
stopnia rozwoju czy jakosci. Autorka pisze, ze do zsynchronizowanej biorczyni
transferowano okoto 20 zarodkéw bedacych w stadium moruli, czyli nalezaloby zatozy¢
ze skoro na jedng biorczyni¢ przypadaty okoto trzy dawczynie, to po superowulacji u
jednej myszy mozna pozyskaé okoto 7 morul nadajacych si¢ do transferu? Bardzo rowniez
prosze o sprecyzowanie informacji zawartej na stronie 61 doktoratu czy wszystkie
transferowane 20 morul miescito si¢ w objetosci 2 ul medium do transferu? Prosze o
podanie informacji jaki byl uzysk i stopien rozwoju wyptukanych zarodkéow w grupie

biorczyn kontrolowanych na obecnos$¢ zarodkow w macicy po transferze.



W dalszej czgéci rozdzialu material i metody szczegdtowo opisano technike
przeprowadzenia badan proteomicznych i transkryptomicznych, analize¢ Western Blot oraz
przedstawiono statystyczne metody analizy wynikow.

Chcialabym w tym miejscu podkresli¢, ze wykonane badania byly bardzo
pracochtonne i trudne — wymagaly od Doktorantki duzej, réznorodnej wiedzy,
umiejetnosci i doswiadczenia naukowego. Jestem przekonana, Zze przeprowadzenie
doswiadczen nie bylo mozliwe bez zaangaZowaﬁia i pomocy ze strony Opiekuna
Naukowego Pani prof. Anny Chetmonskiej-Soyta. |

Wyniki badan zostaty przedstawione na 68 stronach, wliczajac w to 27 rysunkow
oraz 20 wykresow.

Wyniki sg przedstawione zgodnie z uktadem do$wiadczen wykonanych w ramach
poszczegblnych eksperymentow. Ilo§¢ uzyskanych danych podobnie jak liczba
wykonanych oznaczen jest bardzo duza, dlatego na uwagg zastuguje sposob ich prezentacji
zarowno opisowy jak i graficzny. Wyniki przedstawione sg w sposob czytefny i
zrozumiaty z uwzglednieniem analizy statystycznej. Jedynie drobny blad znalaztam w
czesci C i D Rys. 8, str. 86, gdzie poziom biatka dla biatka referencyjnego wydaje sie nie
by¢ stabilny, co w dalszej konsekwencji nasuwa pewne watpliwosci co do wyboru tego
biatka jako biatka referencyjnego.

Rozdzial Omoéwienie wynikéw 1 dyskusja jest przykladem dobrej analizy
uzyskanych wynikow i umiejetnosci ich konfrontacji z wynikami i spostrzezeniami
prezentowanymi przez innych autorow. Szczeg6lnie ciekawe jest wykazane przez autorke
podwyzszenie ekspresji genu Ptgs2 w trakcie przedimplantacyjnego okresu cigzy u myszy,
potwierdzone réwniez wzrostem produkeji kodowanego przez ten gen bialka. Jest to bez
watpienia wbudowanie nowej cegietki w zakresie poszukiwania markerow rozpoznania
zarodka i przygotowania endometrium do implantacji u myszy. Podobnie, wykazanie
wplywu obecnosci zarodka, w przedimplantacyjnym okresie cigzy, na regulacje trzech
glownych szlakéw sygnalowych WNT, NF«B i TGFp, zastuguje na szczegdlne
podkreslenie, przy czym autorka wskazuje na szlak NFxB jako najbardziej istotny
zarowno w trakcie cigzy naturalnej jak i po transplantacji zarodkdéw o zréznicowanym
potencjale biologicznym. Niewatpliwy wkiad w rozwdj nauk zarowno podstawowych jak
i w dalszej perspektywie stosowanych maja rowniez wyniki dotyczace zrdéznicowania
sygnalow zarodkowych przed implantacjg zar6wno w macicy jak i w obwodowych

limfocytach T w zaleznosci od jakosci zarodka.




Prace konczy 5 prawidlowo sformutowanych wnioskdw.

Ocena koficowa: Podsumowujgc, przedstawiona do oceny praca doktorska jest
oryginalng,  warto§ciowg pracag naukows, opisujaca nowe  mechanizmy
przedimplantacyjnego dialogu pomiedzy zarodkiem na wczesnym etapie jego rozwoju a
organizmem matki. Przeprowadzone badania wymagaty od Doktorantki sporego
zaangazowania organizacyjnego i opanowania nowoczesnych i zmudnych technik
badawczych. O ilodci pracy wlozonej w realizacj¢ przeprowadzonych eksperymentéw
$wiadczy nie tylko obszerny i nowoczesny warsztat ale rowniez znajomos¢ bardzo
aktualnej i dobrze dobranej literatury, ktora stanowi az 465 pozycji. Biorgc powyzsze pg)d
uwage, praca doktorska mgr Katarzyny Buska pt.: ,, Wezesne. sygnaly obecnosci zarodkow
w przedimplantacyjnym okresie cigzy u myszy” wykonana pod opieka naukowsa prof. dr
hab. Anny Chetmonskiej- Soyta” w petni odpowiada wymogom stawianym kandydatom
ubiegajagcym si¢ o nadanie stopnia naukowego doktora okreslonym w art. 13 Ustawy z
dnia 14 marca 2003 r. o Stopniach i Tytule Naukowym oraz o Stopniach i Tytule w
zakresie sztuki *(Dz. U. Nr 65, poz. 595%) wraz z pdzniejszymi zmianami. Dlatego tez
przedktadam wniosek do Wysokiej Rady Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalne;j
Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu o dopuszczenie mgr Katarzyny Buska do dalszych

etapow przewodu doktorskiego.
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