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Pomyslny przebieg cigzy uwarunkowany jest przede wszystkich prawidtowym
rozwojem 1 funkcjonowaniem organdéw tymeczasowych  takich jak lozysko i sznur
pepowinowy. W okresie wczesnej cigzy u $wini obserwuje sie szybki wzrost i 10zZWoj
zar6wno tozyska, jak i ptodu. Uwarunkowane jest to rozwojem sieci naczyh krwionosnych w
blonie $luzowej macicy i blon plodowych, warunkujac powstanie funkcjonalnego tozyska i
zapewniajgc prawidlowy wzrost i rozwoj plodu podczas cigzy. Kluczowym mediatorem
angiogenezy, procesu tworzenia naczyn krwionosnych, jest srodblonkowy czynnik wzrostu
naczyn (VEGF), a wieloletnie badania wskazujg istotng role VEGF i jego receptorow (Flt-1 i
KDR) w prawidlowym przebiegu ciazy u wielu gatunkéw zwierzat i czlowieka. Zmiany
syntezy VEGF obserwuje si¢ w odpowiedzi tkanek na hipoksje, cytokiny oraz hormony.

Okreslenie wplywu androgenéw, a zwlaszeza ich niedoboru, na ckspresj¢ VEGF, jego
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receptorow oraz Cx43, budujacej polgczenia szczelinowe pomigdzy komorkami, jest
niezwykle istotne z punktu widzenia poznawczego i w dalszym etapie terapeutycznego.
Androgeny bowiem sg krytycznymi czynnikami warunkujgcymi prawidtowy rozwéj ptodu
plei meskiej, odpowiadajg takze za utrzymanie drugorzedowych cech piciowych u osobnikdw
dorostych. Sg tez pro-hormonami w biosyntezie estrogenow u obu plei. U $winl ciezarnych sa
waznymi modulatorami funkcji ciatka zoéttego produkujacego progesteron, ktéry jest
niezbgdny do utrzymania cigzy. Tak wiec poznanie przyczyn zaburzen w rozwoju tozyska
naczyniowego, a co za tym idzie organéw tymczasowych, moze przyczyni¢ sie do
skutecznego ich eliminowania, a tym samym obnizenia wysokiej $miertelnosci prenatalnej
zarodkow u Swin.

Przedfozona do oceny rozprawa doktorska liczy 188 stron wydruku komputerowego.
Rozprawa zostata ujeta w sposéb typowy dla prac na stopien naukowy. Autorka wyodrebnita
W niej nastepujace rozdziaty: streszczenie w jezyku polskim i angielskim poprzedzone spisem
tresci i wykazem stosowanych skrotow, wstep (17 stron), cel pracy (1 strona), material i
metody (25 stron), wyniki (88 stron), dyskusja (25 stron), podsumowanie (2 strony) i wniosek
koncowy. Prace konczy 16 stron spisu 181 pozycji piSmiennictwa i zalaczniki zawierajace
dane dotyczace Zrodet finansowania badan oraz o sposobie prezentacji uzyskanych wynikow.

Wstep, zostal podzielony na 11 podrozdziatéw, w ktorych opisuje rozwoj, budowe i
funkcje ltozyska $wini, polaczenia szczelinowe - ich budowg i wystepowanie, role i
wystepowanie czynnika wzrostu komérek $rédblonka; rozw¢j, budowe i funkcje sznura
pepowinowego oraz charakterystyke obszarow macicy pomigdzy jajami plodowymi. Dwa
podrozdzialy poswigcita Doktorantka opisowi roli i wystepowaniu androgenéw a takze
receptora androgenowego w ukladzie rozrodczym u $wini oraz drogom dzialania AR
(klasycznej 1 pozagenomowej). Zabraklo mi w tym podrozdziale informacji o funkcji
androgenow i skutkach ich niedoboru w poszczegélnych okresach cigzy a takze o czynnikach
wplywajacych na niedobdr androgendw.

Doktorantka postawita sobie za cel ,,zbadanie wplywu antyandrogenu — flutamidu, na
ekspresj¢ genow: AR, Cx43, VEGFa, Flt-1, KDR oraz morfologie komoérek organow
tymczasowych i macic pobranych pomiedzy jajami ptodowymi, u $wini domowej”. Do
realizacji postawionego celu wyznaczyta nastepujace etapy: 1) ocena morfologiczna materiatu
kontrolnego i doswiadczalnego, 2) ocena zmian ckspresji AR, Cx43, VEGFa, Flt-1, KDR na
poziomie mRNA oraz 3) ocena zmian ekspresji AR, Cx43, VEGFa, Flt-1, KDR na poziomie
biatka.
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Materialem badawczym byly tkanki pobrane (fragmenty macic wraz z tozyskiem w
miejscu implantacji, fragmenty macic pomiegdzy jajami plodowymi oraz sznury pepowinowe)
w 50, 90 1 109 dniu od $win ciezarnych otrzymujgcych flutamid (grupy do$wiadczalne, n = 6
w kazdej grupie) oraz nie poddanych dziataniu flutamidu (grupy kontrolne, n = 2 w kazdej
grupie). Czy Doktorantka uwaza, ze ilogé zwierzat w grupach kontrolnych n=2 Jjest
wystarczajaca aby przeprowadzi¢ analize statystyczng?

W kazdej z grup eksperymentalnych flutamid podawany byt w formie iniekcji przez 7
kolejnych dni a po 24 godzinach pobierano materiat do badan, loszki z grup kontrolnych
otrzymywaty iniekcje oleju kukurydzianego. Prosz¢ wyjasni¢ jak sprawdzana byla
skuteczno$¢ dziatania flutamidu u badanych $win.

Do realizacji celu badan mgr Iwona Wieciech zastosowala techniki badawcze
umozliwiajgce analize ekspresji badanych czynnikéw na réznych poziomach tj. Real Time
PCR (gen), Western Blot (biatko), immunohistochemie (lokalizacja biatka) oraz barwienie
HE umozliwiajgce histologiczna oceng badanych tkanek. Do opracowania danych wybrata
stosowne ftesty statystyczne. Uwage zwraca sposob przedstawienia stosowanych metod
badawczych w postaci protokohu a nastgpnie schematu danej metody czy procedury. W ocenie
Recenzenta mozna byloby zrezygnowaé z czgscl schematéw lub tez niektére z procedur
przedstawi¢ tylko w formie graficznej. Wyjasnienie celu kazdej czynnosci w poszczegdlnych
protokolach, wskazuje iz Doktorantka doktadnie zapoznala si¢ z kazdg stosowang metoda.
Wydaje si¢ jednak iz opis protokotu 2.2.1 str.36 Protokot utrwalania pobranego materiatu —
PFA”, przedstawiajgcy sposéb przygotowania bloczkéw parafinowych tj. utrwalenie,
odwodnienie, przeswietlenie tkanek a nastgpnie przepojenie parafing i zatopienie w bloczki
parafinowe, powinien by¢ zatytutowany np. ,,Protokét przygotowania materiaty badawczego”,
Natomiast w opisie Immunohistochemia str. 55 zabraklo informacji: ile skrawkéw z kazdego
pobranego wycinka badanych tkanek barwiono a nast¢pnie analizowano? oraz ile
pol/komérek z kazdego skrawka poddano analizie? Brak jest tez informacji o ilodci powtérzen
przy metodach Real Time PCR i Western Blot.

W ocenie Recenzenta wybrane metody badawcze i testy statystyczne stanowily solidng
podstawe do osiggni¢cia zaplanowanego celu pracy.

Wyniki badan przedstawione zostaly w sposob uporzadkowany. W tekst rozdziatu
wkomponowane sg liczne wykresy, schematy oraz zastugujgce na uznanie, wysokiej jakosci
zdjgcia mikroskopowe badanych tkanek, dokumentujgce szczegdlowo wyniki badan. Uwage
zwracajg tez bardzo przejrzyste i czytelne rysunki zamieszezone we wstepie oraz w wynikach

przedstawiajace topografi¢ badanych struktur tkankowych.
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Z badan mgr Iwony Wieciech wynika, ze flutamid powodowat:

- wzrost ekspresji genu i biatka AR w sznurach pepowinowych w 90 dniu cigzy oraz wzrost
ekspresji biatkka AR w 108 dniu cigzy w lozysku, zaréwno w czgsci ptodowej jak 1 matczynej;
- wzrost ekspresji genu Cx43 w czgsci plodowej tozyska w 90 i 108 dniu cigzy, natomiast w
skrawkach macic pobranych pomiedzy jajami plodowymi i w sznurach pepowinowych
stwierdzono obnizenie ekspresji genu w dniu 50 cigzy, a biatka w 90 i 108 dniu ciazy;

- wzrost ekspresji VEGFa wzrastata na poziomie biatka tylko w macicach pomiedzy jajami
ptodowymi w 90 dniu cigzy, a istotny spadek ekspresji genu VEGFa w 50 dniu cigzy;

- obnizenie ekspresji genu Flt-1 w 50 dniu cigzy w sznurach pepowinowych, natomiast w 90
dniu cigzy w macicach pomiedzy jajami ptodowymi ekspresja Flt-1 byla obnizona na
poziomie genu ale wzrastata na poziomie biatka;

- wzrost ekspresji KDR na poziomie genu obserwowano w sznurach pepowinowych w 90
dniu cigzy i w tym samym okresie na poziomie biatka w plodowe;j czesci tozyska.

- Immunoreaktywnos¢ badanych czynnikéw obserwowana byla we wszystkich
analizowanych strukturach, a intensywnosé reakcji zalezna byla od dnia cigzy i rodzaju

tkanki.

Rozdzial Dyskusja zostal podzielony na 3 czesci: lozysko, macica pomiedzy jajami
plodowymi oraz sznury pepowinowe. Kazda z czgScli  zostala  poprzedzona
wstgpem/wprowadzeniem omawianego zagadnienia. Jest to zdaniem Recenzenta cickawe
podejscie  do sposobu omawiania uzyskanych wynikow poniewaz jest gotowym
opracowaniem analizy ekspresji badanych czynnikow w konkretnych strukturach: tozysku,
macicy lub sznurze pepowinowym. W rozdziale tym Doktorantka szczegdtowo omoéwita
wszystkie wyniki badan i poréwnata je z danymi pigmiennictwa. Przy omawianiu wynikow
badan dotyczacych ekspresji badanych czynnikéw na poziomie genu 1 biatka w macicach
pomiedzy jajami ptodowymi, wskazata na trudnosci interpretacyjne uzyskanych wynikéw i
niemozliwos¢ ich poréwnania z fragmentami macic pobranymi z obszaru placentacji. Stusznie
tez zauwazyta, iz brak jest danych literaturowych opisujacych zmiany w macicy cigzarnej
swini w zaleznosci od odleglodci do rozwijajacego sie zarodka/ptodu.

W Dyskusji wkradty sie dwa niesciste sformutowania:
Str. 149, 2 akapit linia 4: ,,... oraz nabtonka endometrium tozysk, ...”
Str. 153, 2 akapit: ,,.. oraz widkna mie$ni gladkich endometrium macic..” — prosze uscisli¢ o

jakie komérki chodzi.
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Dysertacj¢ konczy bardzo przejrzyste i tadnie napisane podsumowanie i wniosek
koncowy. Pozostajg one w zwigzku z przyjetymi celami pracy. To, czego mi w nim
troszeczke zabraklo, to ,,zajrzenia w przyszlo$é". Doktorantka wspomina, ze pewne
zagadnienia wymagaja dalszych badan. Cheiatbym prosi¢, by Doktorantka, bedac bogatszg w
doswiadczenia swojej pracy, pokusila si¢ o zarysowanie dalszych perspektyw badawczych.

Pismiennictwo obejmujgce 181 pozycji, zawiera publikacje gtéwnie anglojezyczne
wydrukowane w znacznej czgsci w ostatnich 10 latach. Doktorantka cytuje tez prace starsze,
ktére dajg podstawe wiedzy na temat budowy anatomicznej i histologicznej badanych struktur
tkankowych, jest nawet cytowana publikacja dotyczaca sznura pepowinowego z 1909 roku.
Cytowanie pismiennictwa przez Doktorantke nie budzi zastrzezen.

Zauwazono drobne bledy przy redagowaniu tekstu, ktére nie wymagaja dyskusji
pozwalam sobie zebra¢ w kilku punktach:

- drobne bledy literowe w pracy, np. w wykazie skrotéw: DPX — powinno by¢: bezwodny zel

do zatapiania preparatow histologicznych a nie histolohicznych, eNOS — $rédblonkowa

syntaza tlenku azotu, a nie synteza, i in.
Wstep

- str.28, 3 akapit: ,,Zmniejszaniu $rednicy towarzyszyta reorganizacja komorek...” chodzi
chyba o srednicg sznura pgpowinowego, tak przynajmniej wynika z poprzedniego akapitu.
Material i metody

- Przy opisie materiatu badawczego Doktorantka uzywa okreslenia : nastrzykiwanie w
odniesieniu do iniekcji czyli w tym przypadku domigsniowego podania flutamidu lub oleju
kukurydzianego. Jest to niefortunne okreslenie poniewaz pojecie nastrzykiwanie kojarzy sie
raczej z technologig obrobki migsa tzw. peklowaniem. To niefortunne okreélenie znalazto si¢
rowniez przy opisach Tablic w rozdziale Wyniki.

- W rozdziale 2.2.10 Analiza uzyskanych danych. Analiza Statystyczna, w czesci dotyczacej
reakeji Real Time PCR brak jest informacji o tym, iz: wuzyskane c¢DNA postuzyto do
wykonania reakcji Real Time PCR.

Wyniki

- Opisy wykresow — tablice Analiza intensywnosci reakcji immunocytochemicznych:

W opisach nad wykresami uzyto stowa : Lokalizacja a powinno byé: »intensywnos¢ reakcji
immunohistochemicznej”, gdyz wykresy przedstawiaja wartosci liczbowe intensywnosci
reakcji a nie umiejscowienie w komorce czy tkance (lokalizacja).

- Od strony 119 wkradt si¢ blgd w opisach oznaczen komérek przewodu omoczni (Tabele 29a

— 39, III - ...), bialy grot strzatki wskazuje nablonek a nie srédbtonek przewodu.
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Przedstawiona do recenzji rozprawa ma charakter badan podstawowych,
dostarczajacych waznych informacji na temat zalezno$ci pomiedzy niedoborem androgenéw a
ekspresja czynnikéw warunkujacych prawidlowy rozwdj i funkcjonowanie organéw
tymczasowych i w konsekwencji prawidtowy przebieg cigzy. Z przeprowadzonych badai mgr
Iwona Wieciech sformutowala poprawne podsumowanie i wniosek koricowy. Rozprawa
zostata bardzo dobrze opracowana i zredagowana, a czes¢ wynikdw jest juz opublikowana w
Acta Histochemica oraz zaprezentowana na krajowych i zagranicznych konferencjach
naukowych. Fragment rozprawy doktorskiej stanowil réwniez prace dyplomows Pani mgr
Anny Pytlik.

Podsumowujgc, sformutowane przeze mnie uwagi nie umniejszajg wartosci pracy.
Wysoko oceniam wartos¢ merytoryczna badan, ich wykonanie i interpretacje. Stwierdzam, iz
praca speinia warunki okreslone w artykule 13 Ustawy z dnia 14.03.2003 r. o stopniach i
tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki. Przedktadam wiec Wysokiej
Radzie Wydzialu Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu Jagiellonskiego wniosek o
dopuszczenie mgr Iwony Wieciech do dalszych etapéw przewodu doktorskiego
zmierzajgcego do nadania stopnia doktora w dziedzinie nauk biologicznych i dyscyplinie

biologii.

dr hab. Aneta Andronowska, prof. nadzw.



