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Ocena rozprawy doktorskiej mgr inz. Katarzyny Buski pod tytutem:
»Wczesne sygnaty obecnosci zarodkéw w przedimplantacyjnym
okresie cigzy u myszy”

Implantacja jest zjawiskiem niezwykle interesujacym, nie do korica
poznanym, lecz niewatpliwie angazujgcym uktad immunologiczny matki.
Jednak tylko z 20 - 35 % zaptodnionych komorek jajowych rozwija sie ptod
zdolny do zycia pozamacicznego, pozostate komérki ging w wiekszosci w
okresie przed- i okoto-implantacyjnym cigzy. Rzeczywista czestosé
wystgpowania poronien przewyzsza wiec liczbe rozpoznawanych klinicznie
cigz. Podkresla sie, ze prawdopodobnie istnieje naturalne ograniczenie
procesow reprodukcji, gdyz nawet skuteczno$¢ zaptodnienia pozaustrojowego
(IVF) nie przekracza 50 %. Prace dotyczace mechanizméw implantacji sg wiec
hiezwykle wazne dla powodzenia cigzy i majg potencjalnie istotne znaczenie
kliniczne. Poznanie tych mechanizméw, w tym immunologicznych i
genomowych zaleznych od ptodu i lokalnych wtasciwosci btony Sluzowej matki,
wydaje sig by¢ kluczem do sukcesu w profilaktyce niepowodzen rozrodu. W
ostatnich latach wprowadzono okreslenie RIF (ang. recurrent implantation
failure, nawracajgce niepowodzenia implantacji) po  wielokrotnych
niepowodzeniach IVF, ktérych doswiadcza okoto 10% tak leczonych kobiet.
Wyjasnienie mechanizméw implantacji jest wiec niezwykle istotne, by leczy¢
zarowno RIF, jak i poronienia nawracajace (ang. recurrent miscarriage, RM).
Podkresla sig, ze RIF i RM to nie diagnoza, ale kliniczna prezentacja zaburzen,
ktore wymagajg doktadnego poznania. Dlatego praca mgr inz. Katarzyny Buski

tak doskonale wpisuje sie w aktualne trendy w medycynie rozrodu.

Przedstawiona mi do oceny praca jest napisana w uktadzie typowym dla

rozpraw doktorskich. Doktorantka zamieszcza informacje o tym, ze praca




zostata zrealizowana ramach grantu NCN nr N N311 523940. Doktorantka jest
ponadto autorem publikacji pt. Buska, K., Kedzierska, A. E., Slawek, A., &
Chelmonska-Soyta, A. (2017). Global decrease in the expression of signalling
pathways’ genes in murine uterus during preimplantation pregnancy.
Reproductive Biology, 17(1), 89-96 w cenionym czasopiémie z zakresu biologii
rozrodu (IF 1, 524). Fakty te istotnie podnoszg warto$¢ pracy.

Rozprawa skfada sie z 6 podstawowych rozdziatéw oraz zataczonych
streszczen zaréwno w jezyku polskim, jak i w jezyku angielskim, zawiera wykaz
uzywanych skrotéw oraz spis tabel i rysunkéw. We wstepie pracy autorka
precyzyjnie przedstawia zagadnienia dotyczace poznanych juz mechanizméw
implantacji: interakcje matczyno-ptodowe, szlaki sygnatowe tego procesu,
receptywnos$c btony sluzowej macicy i wptyw hormondéw piciowych na rozwdj
cigzy. Niezwykle dokfadnie opisuje zmiany morfologiczne i czynniki
transkrypcyjne w regulowaniu receptywnosci endometrium w oparciu o
aktualng wiedze zaczerpnietg z najnowszego piémiennictwa. Molekularne
mechanizmy inwazji trofoblastu réwniez zostaty przedstawione w precyzyjny i
przejrzysty sposob, z uwzglednieniem roli kinaz MAP i kinazy biatkowej B
(PI3K/Akt) tak waznych w procesie ,,in vitro aktywacji”, ktéry jest juz stosowany
w praktyce klinicznej w przypadku przedwczesnego wygasania funkcji jajnika
(POF). Nastepnie doktorantka precyzyjnie opisuje immunologiczne aspekty
przedimplantacyjnego  okresu  cigzy podkreslajac  role  odpowiedzi
Th1/Th2/Th17 i komérek T reg CD25'CD4'FoxP3" w indukgji toleranc;i
immunologicznej w cigzy. Uwazam, ze nalezatoby czesciej cytowaé
pismiennictwo z ostatnich lat. W moim odczuciu bardzo ciekawy, cho¢ dosyé
krotki jest podrozdziat bedgcy odpowiedzig dlaczego model cigzy u myszy moze
stuzy¢ badaniu niepowodzen rozrodu u cztowieka i innych ssakéw,

podkreslajgcy znaczenie hierarchicznego charakteru szlakéw sygnaftowych



podczas implantacji. Nalezatoby raczej uzywaé okre$lenia receptywnoé¢ btony
sluzowej macicy, zamiast receptywno$¢ macicy. Moéwimy limfocyty T jako
mediatory, nie mediatorzy. Lepiej tez unikaé bezposredniego ttumaczenia z
jezyka angielskiego- okreslen typu : ,synchronizacja implantacyjnej
kompetencji embrionu”. Te drobne uwagi nie wptywaja jednak na wysoka

oceng merytoryczng tej czesci rozprawy doktorskiej.

Mgr inz. Katarzyna Buska wyznacza sobie nastepujace cele badawcze:
oceng skutkow obecnosci zarodkéw w przedimplantacyjnej fazie Cigzy
mierzonych jakoscig przekazywanych sygnatéw od zarodka do organizmu
matczynego w kompartmencie lokalnym (macica) i obwodowym (obwodowych
limfocytach T CD4") oraz ocene przekazywania sygnatow zarodkowych zaleznie

od potencjatu rozwojowego zarodka. Zaplanowata przeprowadzi¢:

e analize transkryptomu tkanek macicy w przedimplantacyjnym okresie
cigzy naturalnej, z uwzglednieniem oceny ekspresji genéw gléwnych
Sciezek przekazywania sygnatu

e porownanie proteomow limfocytéw T CD4* w przedimplantacyjnym
okresie cigzy naturalnej jako skutku efektywnej sygnalizacji zarodkowej
na obwodzie,

e analize transkryptomu tkanek macicy w przedimplantacyjnym okresie
cigzy, po transferze zarodkéw o zréznicowanym statusie biologicznym z
uwzglednieniem oceny ekspresji gendéw gtéwnych $ciezek przekazywania
sygnatu,

e poréwnanie  proteomow  limfocytéw T CD4" w  okresie
przedimplantacyjnym po transferze zarodkéw o zréznicowanym statusie
biologicznym, jako skutku efektywnej sygnalizacji ,jakoéci zarodka” na

obwodzie.



Powyzsze cele zostaty zdefiniowane w sposdb precyzyjny, poswiecone sa
istotnemu problemowi. Nalezy podkredli¢, ze badania na modelu zwierzecym
mozna nastgpnie odnies¢ do doktadniejszego poznania proceséw implantacji u

cztowieka.

Rozdziat ,Materiaty i metody” przedstawia ponizszy plan 2
eksperymentéw, ktére korczyta eutanazja samic 3,5 dnia cigzy (okres
przedimplantacyjny) i pobieranie narzadéw: macicy do badan ekspresji genoéw
i biatek oraz $ledziony do badan proteomicznych. Zaplanowano:

Eksperyment 1

Grupa 1: samice myszy w cigzy naturalnej w okresie przedimplantacyjnym

Myszy po indukcji owulacji i kryte naturalnie, poddane eutanazji 3,5 dnia po
kryciu (3,5dpc).

Grupa 2: samice myszy w pseudocigzy

Myszy po indukcji owulacji, kryte naturalnie samcami po wazektomii,
poddawane eutanazji w 3,5 dniu po pokryciu (3,5 dpc) jako kontrola Grupy 1.

Eksperyment 2

Grupa 3: samice myszy po transplantacji zarodkéw prawidtowych (noral

embryos, NE)

Myszy po niechirurgicznej transplantacji zarodkéw prawidtowych uzyskanych

od samic dawczyn, poddane eutanazji 3,5 dnia cigzy (3,5dpc).

Grupa 4: samice myszy po transplantacji zarodkéw poddanych dziataniu TNFa

(TNFa —related embryos, TNFa E)



Myszy po niechirurgicznej transplantacji zarodkéw o obnizonym potencjale
biologicznym spowodowanym hodowlg w obecnosci TNFa, uzyskanych od

samic dawczyn, poddane eutanazji 3,5 dnia cigzy (3,5dpo).

Plan eksperymentéw przedstawiono rowniez na czytelnych rycinach, co
znacznie wzbogaca wartos$¢ pracy. Doktorantka nie podaje informacji o liczbie
zwierzat poddanych eksperymentom. Nalezy podkresli¢, ze na badania
uzyskano zgody wiasciwej komisji bioetycznej ( I Lokalna Komisji a
Doswiadczen do Spraw Doswiadczen na Zwierzetach przy IITD PAN we
Wroctawiu; nr zgody 44/2010).

Nastepnie autorka precyzyjnie opisuje hodowle zaréwno zarodkow
prawidtowych, jak i o obnizonym potencjale biologicznym oraz zastosowane
badania proteomiczne: izolacje i sortowanie komérek T CD4”, elektroforeze 2D,
spektrometrie mas, RT-PCR, Western Blot. Zwraca uwage zastosowanie przez
doktorantke réznorodnych metod badawczych.

Uzyte w opracowaniu metody statystyczne sg dobrze dobrane, co
gwarantuje rzetelno$¢ sformutowanych wnioskéw. Obliczenia statystyczne
przeprowadzono wybierajgc réznorodne testy warunkujgce wnikliwg analize
zebranych wynikéw.

W rozdziale Wyniki autorka bardzo precyzyjnie analizuje uzyskane
wyniki, przedstawiajgc je w tabelach oraz na czytelnych rycinach, dla
poszczegdlnych eksperymentéw. W eksperymencie 1 analiza wynikéw
dotyczacych ekspresji gendw w macicy w okresie przedimplantacyjnym
polegata na porownaniu ekspresji wszystkich 84 badanych genéw pomigdzy
grupami oraz analizie ekspresji gendéw w poszczegdlnych Sciezkach
sygnatowych. Uzyskane wyniki wykazaty obnizenie poziomu ekspresji genow w
endometrium w obecnosci zarodka w macicy (grupa badana) przed implantacja

w poréwnaniu do pseudocigzy. Sposréd 84 badanych gendw ekspresja



24 (30,0%) genow byta wyzsza w grupie myszy w przedimplantacyjnym okresie
cigzy, a 56 (70%) genow charakteryzowata sie obnizong ekspresjg. Znamienng
statystycznie rdznice w ekspresji w grupie badanej zaobserwowano dla 27
gendw: 24 o obnizonej ekspresji oraz 3 o podwyzszonym poziomie ekspres;ji.
Doktorantka zaobserwowata, ze geny o znamiennie istotnie obnizonej ekspres;ji
sg zalezne od regulacji przez szes¢ $ciezek: NFkB, P53, Hedgehog, Notch, LDL
i mitogennej. W wymienionych szlakach sygnatowych, geny o obnizonej
ekspresji (p<0,05) stanowity 100% wszystkich genoéw o ekspresji zréznicowanej
miedzy grupami. W eksperymencie 2 analiza wynikéw dotyczgcych ekspresji
genow w macicy w okresie przedimplantacyjnym polegata na cato$ciowym
poréwnaniu ekspresji 84 badanych genéw pomiedzy grupami oraz analizie
ekspresji gendw w poszczegdlnych Sciezkach  sygnatowych. Wyniki
doswiadczenia wykazaty obnizenie poziomu badanych transkryptéw w grupie
samic po transferze zarodkéw o obnizonym potencjale biologicznym w
poréwnaniu do kontroli. Sposréd 84 badanych gendw ekspresja 24 (30,0%)
gendw byfa wyzsza w grupie myszy po transplantacji zarodkéw o obnizonym
potencjale, a 56 (70%) gendéw charakteryzowata sie obnizong ekspresjag w
badanej grupie myszy. Bardzo wartosciowe wydaje sie by¢ zamieszczenie przez
doktorantke zdje¢ prezentujacych rozwdj zarodka na réznych etapach od 1,5
dpc do 4,5 dpc w grupie zarodkéw hodowanych z TNFa i w grupie zarodkdw
prawidfowych, takze zarodkow barwionych fluorescencyjnie. Podobnie jak w
przypadku eksperymentu 1, réwniez tym razem analize regulacji szlakéw
sygnatowych oparto na liczbie istotnie statycznie réznicy w ekspresji genéw
w poréwnaniu do catkowitej liczby gendw w danej $ciezce. W ten sposéb
wytypowano 2 szlaki: NfkB (87,5%) i WNT (25%) jako dwa najistotniejsze w
trakcie komunikacji matczyno-zarodkowej w przedimplantacyjnym okresie

cigzy regulowanym przez jako$¢ zarodka. W przypadku pozostatych $ciezek



sygnatowych liczba znamiennie regulowanych genéw wynosita od 7,7%
(Mitogenna) do 20% (Sciezka TGFB). Zdecydowana wiekszo$¢ gendw, ktdrych
ekspresja roznita sie pomiedzy grupami nalezata do Sciezki NfkB. W dalszej
czesci  doktorantka analizuje badania proteomiczne poszczegdlnych
eksperymentow, tworzac mape proteomiczng S$ledzionowych limfocytow T
CD4" myszy w cigzy oraz mape proteomiczng limfocytéw T CD4" myszy
w przedimplantacyjnym okresie cigzy po transferze zarodkéw prawidtowych
i zarodkdow po hodowli z TNFa. Jest to autorskie osiggniecie doktorantki
wzbogacone graficzng wizualizacjg spotow biatkowych o zmiennej ekspresji.
Rysunek zidentyfikowanych biatek limfocytéw T CD4" mégtby byé bardziej
czytelny.

Nie mozna wykluczy¢, ze uzyskane wyniki mogg mieé potencjalnie duze
znaczenie dla praktyki klinicznej. Poznanie mechanizméw okresu
przedimplantacyjnego u myszy mozie przyczyni¢ sie do zrozumienia tych
procesow u cziowieka, a tym samym wptyna¢ na poprawe wynikdow
potozniczych poprzez wprowadzenie nowych sposobow leczenia opartych o
wptyw na szlaki sygnatowe w cigzy.

Dyskusja przeprowadzona przez autorke pracy w petni dokumentuje
zdolnos¢ analitycznej interpretacji posiadanych danych. Doktorantka
udowadnia, ze implantacja jest poprzedzona procesami sprzyjajgcymi nabyciu
kompetencji do zagniezdzenia przez zarodek i receptywnosci przez macice.
Autorka zaznacza nowatorski charakter uzyskanych wynikéw pokazujgcych
hierarchie i wage sygnatéw pochodzacych od zarodka po poréwnaniu ekspres;ji
gendw gtéwnych Sciezek przekazywania sygnatu w macicy myszy. Prezentuje
rowniez pionierskie wyniki wskazujac na podwyiszenie ekspresji genu Ptgs2 w
trakcie przedimplantacyjnego okresu cigzy u myszy, udowadniajgc, ze gen

Ptgs2 ijego biatkowy produkt PTGS2 sg indukowane iekspresjonowane na



krotko przed implantacjg. Doktorantka postuluje, ze ekspresja Ptgs2 jest
najwczesniejszym pozytywnym sygnatem rozpoznania zarodka i przygotowania
do implantacji u myszy. Swiadczy to o duzej dojrzatoéci naukowej i
umiejetnosci analitycznej interpretacji uzyskanych wynikow. Bardzo cenna jest
konkluzja podsumowujgca dyskusje, ze sygnaty ptyngce od zarodkdéw sg
rozpoznawane przez obwodowe limfocyty T, ale wywotywana reakcja zalezy
rowniez od jakosci biologicznej zarodka, a limfocyty krwi obwodowej mogg
stuzy¢ jako biosensory jakosci zarodka juz przed implantacja.
Autorka sformutowata nastepujgce wnioski:

1. Obecnos¢ zarodka w macicy w okresie przedimplantacyjnym powoduje
transkrypcyjne wyciszenie, czyli obnizenie transkrypcji genow gtéwnych
szlakow sygnatowych w tkance macicy w trakcie cigzy naturalne;j.

2. Szlaki sygnatowe akywnie reglowane przez obecnos$¢ zarodka
w przedimplantacyjnym okresie cigzy to sciezki NFkB, TGFB i WNT. Szlak
NFkB wydaje sie byC szczegdlnie istotny, poniewaz jego zrdinicowang
regulacje zaobserwowano zaréwno w trakcie cigzy naturalnej jak i
eksperymencie  z wykorzystaniem  transplantacji  zarodkdw o
zroznicowanym potencjale biologicznym.

3. Sygnalizacja w immunologicznym kompartymencie obwodowym jest
widoczna przed implantacjg zarodka i ma zwigzek z ekspresjg biatek
cytoszkieletowych oraz immunoregulatorowych w limfocytach TCD4".

4. Jakosé sygnatéw zarodkowych przed implantacjg jest rézna w zaleznosci
od ,jakosci” zarodka, co jest widoczne zarowno w kompartmencie

lokalnym (macica) jak i obwodowym (limfocyty T obwodowe).

Whnioski sg logiczng konsekwencja postawionych w badaniu celéw. Na
koncu rozdziatu Whnioski doktorantka zamieszcza czytelng rycine o duzej

wartosci merytorycznej, gdzie na kanwie ustalonej wiedzy naukowe]j dotyczgce;j



interakcji matczyno-zarodkowych okresu przedimplantacyjnego zamieszcza
wtasne wyniki bedgce uzupetnieniem dotychczasowych danych.

Praca jest napisana poprawng polszczyzng, bez wiekszych uchybien
stylistycznych i gramatycznych. Drobne btedy jezykowe nie umniejszajg
wartosci pracy. tacznie zawiera 233 strony oraz obejmuje 465 pozycji
odpowiednio dobranego piSmiennictwa.

Podsumowujgc stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji praca
spetnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim i wnioskuje do Rady
Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. L. Hirszfelda
Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu o dopuszczenie mgr inz. Katarzyny Buski
do dalszych etapéw przewodu doktorskiego, dziekujac za przywilej tej recenzji.

Jednoczesnie wnosze o wyrdznienie tej pracy.

I ed. Malgorzata Jerzak
e u potozni W ginekologii
gista ginekolog] onkologicznej
fel. 604 208 955

Prof. dr/hab. med. Matgorzata Jerzak
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