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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Iwony Wieciech
pt. ,, Wplyw antyandrogenu flutamidu na ekspresj¢ wybranych genéw w ukladzie
rozrodczym ci¢zarnej Swini” wykonanej w Zakladzie Endokrynologii Instytutu
Zoologii Wydzialu Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu Jagiellonskiego pod kierunkiem
Prof. dr hab. Marii Slomczynskiej

Od dawna stosuje si¢ antyandrogeny w leczeniu réznych chordb takich jak: hirsutyzm,
tysienie typu meskiego, tradzik, lagodny rozrost prostaty i rak prostaty. Do grupy
antyandrogenow niesteroidowych zaliczany jest flutamid, ktory jest znanym antagonistg
receptora androgenowego (AR). Flutamid jest jednym =z najbardziej popularnych
antyandrogenow niesteroidowych, ktory blokuje dziatanie testosteronu w organizmie. W
ukladzie plciowym meskim podawanie flutamidu, w skojarzeniu z innymi lekami
obnizajacymi st¢zenie testosteronu, jest jedng z metod leczenia raka prostaty, ale wyniki
badan wskazujg réwniez na jego skuteczne dziatanie w leczeniu np. tysienia androgenowego.
W ukladzie plciowym zenskim flutamid stosuje si¢ krotko np. u pacjentek w leczeniu
hirsutyzmu, opornego na leczenie innymi lekami. W naukach podstawowych flutamid, moze
by¢ wykorzystany w réznych modelach badawczych w celu sprawdzenia co si¢ stanie, jezeli
organizm ma ograniczony dostep do androgendéw. Ze wzgledu na to, ze flutamid selektywnie
blokuje AR, obecne w ustroju androgeny nie maja mozliwosci wywolania efektéw
biologicznych poprzez AR oraz klasyczng droge ich dziatania. W ukiadzie rozrodczym
cigzarnej Swini zagadnienie dotyczace produkcji androgendw jest stabo poznane. Wykazano
jednak, ze zar6wno testosteron jak i androstendion sg syntetyzowane w macicy $wini, w
czasie cyklu jak i w poczatkowych etapach cigzy, i to zardbwno w endometrium jak i w
myometrium. Kilka lat temu Slomczynska i wsp. (2008) wykazali takze obecnos¢ AR w
jadrach komorkowych komorek endometrium i myometrium macicy w réznych dniach cigzy.
Obecnos¢ receptora AR w tych komérkach umozliwia odpowiedZ na obecne w organizmie
androgeny i swiadczy o pelnieniu w nich konkretnych funkc;ji.

Z powyzszego wstepu wynika, ze badania, ktore staly si¢ tematem rozprawy
doktorskiej mgr Iwony Wieciech sa bardzo wazne, aktualne, zarowno ze wzgledow
poznawczych, edukacyjnych jak réwniez praktyki weterynaryjnej. Sam wybor tematu
uwazam za bardzo trafny. Dodatkowym walorem recenzowanej pracy jest to, ze pochodzi ona
z Zakladu Endokrynologii Instytutu Zoologii Uniwersytetu Jagiellonskiego, ktéry od wielu lat
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cel podjetych badan zostal sformutowany jasno i przejrzyscie. Celem badan bylo zbadanie
wplywu antyandrogenu - flutamidu, na ekspresje genéw: receptora androgenowego (AR),
koneksyny 43 (Cx43), czynnika wzrostu $rodblonka naczyn krwionosnych (VEGFa) oraz
jego dwoch receptordéw: kinazy tyrozynowej 1 zwigzanej fms (Flt-1): czyli receptora typu 1
czynnika VEGF, i receptora z domena kinazowa (KDR) czyli receptora typu 2 czynnika
VEGF w jednostce matczyno-pltodowej, macicach pomiedzy jajami ptodowymi oraz sznurach
pepowinowych u §wini domowej. Badano rowniez wplyw flutamidu na morfologi¢ komérek
organdw tymczasowych (tfozysk i pepowin) i macic pobranych pomiedzy jajami ptodowymi,
u $wini domowej. Cel gtowny zostal zrealizowany poprzez trzy cele szczegétowe. Autorka
dokonala oceny poprzez: 1. Ocene morfologiczng materiatu kontrolnego i do$wiadczalnego;
2. Oceng zmian ekspresji AR, Cx43, VEGFa, Flt-1, KDR na poziomie mRNA; 3. Oceng
zmian ekspresji AR, Cx43, VEGFa, Flt-1, KDR na poziomie biatka. Nalezy podkresli¢, ze
przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Iwony Wieciech zostala dobrze
zaplanowana, a tekst pracy wyjatkowo starannie opracowany. Prace czyta sie bardzo dobrze,
bo napisana jest poprawnym polskim jezykiem.

Rozprawa sklada si¢ z 186 stron komputeropisu. Duzym walorem recenzowanej pracy
jest umieszczenie na poczatku przejrzystego wykazu stosowanych skrotow, z objasnieniami
w jezyku angielskim i polskim, co bardzo ulatwia czytanie pracy. Na poczatku rozprawy
Autorka umiedcila streszczenie pracy w jezyku polskim i angielskim. Rozprawa podzielona
jest na 4 rozdziaty: wstep z celem rozprawy; material i metody; wyniki oraz dyskusja
wynikéw. Do pracy dolaczony jest wniosek koncowy, piSmiennictwo i dwa zalaczniki.
Podzial pracy na rozdzialy i ich wzajemne proporcje nie budzg zastrzezen recenzenta. Na
szczegblne uznanie zashuguje wyjatkowo bogata dokumentacja fotograficzna obejmujaca 424
mikrofotografie przedstawione w 24 Tablicach. Mikrofotografie sg dobrej jakosci i $wiadcza
o bardzo dobrym opanowaniu przez mgr Iwong Wieciech technik mikroskopowych
dotyczacych zardwno morfologii jak i immunohistochemii.

Wstep pracy liczacy 17 stron, zostat podzielony na 11 podrozdziatow. W pierwszym i
drugim podrozdziale Doktorantka bardzo przejrzyscie opisala rozwdj, budowe i funkcje
tozyska swini ilustrujgc te podrozdzialy trzema kolorowymi rysunkami (Rys.1, 2 i 3). W
podrozdziatach od trzeciego do pigtego Autorka poswiecita rowniez uwage polaczeniom
komorkowym 1 szczegdlowo opisala budowe i wystgpowanie polgczen komunikacyjnych
zwanych réwniez polgczeniami szczelinowymi. Opisata takze koneksyne 43, wchodzaca w
sktad koneksonow, jak i czynnik wzrostu $rodblonka naczyn VEGF, jego role i
wystepowanie. Te podrozdziaty réwniez zilustrowata dydaktycznymi rysunkami (Rys.4 i 5).



W podrozdziale od szostego do 6smego Doktorantka jasno i wyczerpujgco omowita funkcje
endokrynna lozyska oraz produkcje androgenéw w ukladzie rozrodczym cigzarnej $wini.
Przedstawila takze najnowsze wiadomosci dotyczace receptora androgenowego AR oraz
informacje na temat jego dzialania klasycznego i nieklasycznego (Rysunek 6.) W sposob
bardzo czytelny mgr Iwona Wieciech opisata model badawczy. Szczegolng uwage zwrocita
na sznur pepowinowy, opisata jego charakterystyke i funkcje oraz macice pomigdzy jajami
ptodowymi. W podsumowaniu moge stwierdzi¢, ze informacje przedstawione we wstepie
pracy doktorskiej $wiadcza o oczytaniu i duzej wiedzy Doktorantki dotyczacej przedmiotu
swoich zainteresowan badawczych. Cel pracy, opisany wczesniej, zostal jasno sformulowany,
a nastepnie w pracy konsekwentnie realizowany.

Rozdzial Material i metody (zawarty na 25. stronach) zostal dobrze przemyslany i
zaplanowany. Autorka podzielil go na 2 podrozdziaty: material i metody.

Material do badaf pochodzit od $wini domowej rasy wielka biata polska. Hodowle
ciezarnych $win (3 hodowle do$wiadczalne oraz 3 hodowle kontrolne) przeprowadzono w
ramach wspolpracy z Zakladem Fizjologii i Rozrodu Zwierzat Uniwersytetu Rzeszowskiego.
Liczebnoéé zwierzat w kazdej grupie wynosita 6 sztuk. W grupach doswiadczalnych,
ciezarnym $winiom podawano antyandrogen — flutamid, w réznych, waznych dla rozwoju
organéw tymczasowych, okresach ciazy (43-49, 83-89 i 101-107 dpc (dni po zaptodnieniu) w
dawce 50 mg/kg masy ciala. Autorka przedstawila 3 bardzo merytoryczne schematy
(schematy 1-3) dotyczace hodowli ciezarnych zwierzat, pobierania materiatu do badan i ilosci
pobranego materiatu do badan. Dzieki tym schematom czytelnik rozprawy moze w sposob
bardzo prosty i czytelny zrozumieé¢ rozbudowany model do$wiadczenia. Na przeprowadzenie
badan Doktorantka uzyskata zgode Lokalnej Komisji ds. do$wiadczen na zwierzetach w
Krakowie (Nr.122/2009).

Metody - w swojej pracy doktorskiej mgr Iwona Wieciech zastosowala trzy techniki
badawcze: reakcje lancuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym — Real Time PCR,
Western blot oraz immunohistochemie. Dodatkowo Doktorantka wykonata klasyczne
barwienic hematoksyling i eozyng (HE) w celu histologicznej oceny tkanek. Autorka
przedstawita bardzo merytorycznie i szczegélowo dokladne protokoly i schematy
poszczegélnych procedur: utrwalania pobranego materiatu i przygotowania preparatow
histologicznych i ich barwienia hematoksyling i eozyna, izolacji RNA, reakcji odwrotnej
transkrypcji, reakcji polimerazy z analiza przyrostu w czasie rzeczywistym, izolacji biatka,
analizy Western blot i barwienia immunohistochemicznego. Tak liczne, szczegolowo i
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tym, ze mgr Iwona Wieciech spetnia kryteria dobrego naukowca, ktory potrafi dzieli¢ si¢ z
innymi swoja przemyslana i usystematyzowang wiedza. Te dokladne schematy i protokoly
pozwalajg rowniez na powtdrzenie przeprowadzonych badan. Nie mam zastrzezen
merytorycznych do przedstawionych protokotlow i schematéw: izolacji RNA, reakcji
odwrotnej transkrypcji, reakcji polimerazy z analizg przyrostu w czasie rzeczywistym, izolacji
biatka, analizy Western blot. Nie mam rowniez zastrzezen do przedstawionej procedury
immunohistochemicznej zawartej w protokole barwienia immunohistochemicznego na str. 50,
51 i 52. Réwniez bardzo pozytywnie oceniam wykonanie przez Doktorantke kontroli
negatywnej polegajgcej na zastapieniu swoistych przeciwcial przez odpowiednie surowice.
Jest to konieczne do sprawdzenia czy dana reakcja immunohistochemiczna jest wykonana
prawidtowo. Na duze uznanie zastuguje takze wprowadzenie przez Autorke rozprawy
doktorskiej nowoczesnych metod badawczych: analizy iloSciowej reakeji immunohisto-
chemicznej z zastosowaniem programu Imagel, ktory uzyto do pomiaru wzglednej gestosci
optycznej ROD. Zastosowane przez Doktorantke metody statystyczne sg prawidlowe 1
réwniez nie budza zastrzezen recenzenta.

Rozdziat Wyniki, przedstawiony przez Doktorantke na 89 stronach, stanowi
najbardziej rozbudowang cze$¢ rozprawy doktorskiej. Zostal on podzielony na 4.
podrozdziaty: 1. lozyska $wini - analiza morfologiczna, 2. macice pomigdzy jajami
plodowymi §wini — analiza morfologiczna, 3. sznury pgpowinowe - analiza morfologiczna i
4. podsumowanie wynikéw. Kazdy z 3 podrozdziatlow (podrozdzialy 1-3) zostal dodatkowo
podzielony przez autorke na 10 dzialow przedstawiajacych wyniki analiz Real time PCR,
Western blot i analiz immunohistochemicznych przeprowadzonych w celu zbadania wpltywu
flutamidu na ekspresje genéw AR, Cx43, VEGFa, Fit-1 i KDR w tozyskach, macicach
pomiedzy jajami ptodowymi, pepowinach na r6znych etapach cigzy u $wini (50, 90, 108 dpc).

Dokumentacje tych wynikow stanowi 39 tablic (Tablice 1-39) czgsto podzielonych na
tablice a i b, zawierajgcych 424 mikrofotografie przedstawione w 24 tablicach. Tablice
ilustrujg wyniki  reakcji histologicznych (HE), immunohistochemicznych, topografii
badanych komorek, analizy ekspresji genéw i analizy intensywnosci reakcji
immunohistochemicznych. Wyniki przeprowadzonych badan stanowig oryginalny wkiad
Autorki w badania naukowe zwigzane z odpowiedzig na postawione w rozprawie cele pracy.
Pozytywnie oceniam prezentowane w pracy wyniki. Zostaly one przedstawione w logiczny
sposob oraz udokumentowane zdjgciami dobrej jakosci wraz z niezb¢dnym opisem. Sposéb
prezentacji wynikow $wiadczy o dobrym opanowaniu przez Doktorantke warsztatu
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chcialabym réwniez podkreslié ogromny wkilad pracy Doktorantki w celu uzyskania tak
rozbudowanych wynikéw badan. Pragne rowniez zwrdci¢ uwage na walory poznawcze pracy,
aktualng problematyke badawcza, jak réwniez gigboka wiedz¢ Doktorantki.

Rozdzial dyskusja wynikéw, liczacy 27 stron, napisany jest czytelnie i
merytorycznie. Doktorantka podzielita go na 4. podrozdziaty: lozysko, macice pomiedzy
jajami plodowymi, sznury p¢powinowe i podsumowanie. W sposob rzeczowy omowita i
przedyskutowata wyniki swoich badan w lozysku, podrozdziat 1 (17 stron). Zwrdcilta uwage
na $miertelno$é okresu prenatalnego u $win, gdzie duzym ograniczeniem stanowigcym
problem zaréwno w aspekcie hodowlanym jak i naukowym jest stwierdzona wysoka
$miertelnos¢ przedporodowa zarodkéw $win powodujaca znaczne straty w hodowlach.
Zwrocila rowniez uwage na zamieranie zarodkOw we wczesnym etapie cigzy (etap
implantacji) i pdzZniejszym. Wykazala, ze znaczacy wplyw na funkcjonowanie tozysk maja
hormony steroidowe. Przedyskutowala zaburzenia ekspresji genow Cx43, ukltadu VEGF
wywolane flutamidem. W podrozdziale 2. macice pomigdzy jajami plodowymi (3 strony)
autorka zwrocila uwage, ze do wielu czynnikéw wplywajacych na $miertelnosé ptodéow swini
zalicza si¢ rowniez czynnik zageszczania jaj ptodowych, ktory sprzyja wiekszej Smiertelnosci
zarodkow. W podrozdziale 3. sznury pepowinowe (7 stron) Doktorantka zwrécita rowniez
uwage na zaburzenia ekspresji genu Cx43 wywotane flutamidem i ekspresji genow ukladu
VEGF. Warto réwniez podkresli¢, ze autorka bardzo ciekawie podjeta dyskusje i poprawnie
ustosunkowata si¢ do wynikow badan wlasnych w kontekécie odpowiednio dobranego
pisSmiennictwa.

PiSmiennictwo liczy 181 pozycji literatury, glownie anglojezycznej, z ktorych
wiekszo$¢ pochodzi z ostatnich 10. lat. Natomiast 15 % stanowig prace z ostatnich 5. lat.
Prace sg cytowane prawidlowo. Mozna jednak znalezé pozycje, w ktérych recenzent
doszukat si¢ drobnych bledéw np. prace 6 i 8, 13, 22, 24, 28, 32, 48, 49, 61, 68, 70, 75, 88,
90, 93, 105, 106, 111, 121, 130, 136, 142, 143, 144, 146, 158, 172, (niepoprawnie i
niekompletnie podane sg strony czasopism, lub brak jest stron).

Przeprowadzone przez Doktorantke badania i analiza uzyskanych wynikéw pozwolily
na sformulowanie wniosku korncowego, ktory jest odpowiedzig na postawiony przez Autorke
cel pracy. Wywotanie niedoboru androgenéw w ustroju $§wini domowej, na réznych etapach
cigzy (43-49; 83-89; 101-107 dpc), poprzez zastosowanie flutamidu powoduje w organach
tymczasowych oraz macicach pomiedzy jajami pltodowymi: 1. Zmiany na poziomie
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VEGFa, Flt-1, KDR, ktoére nie przedkladaja si¢ na wystapienie zmiany na poziomie

morfologicznym komdrek badanych struktur.

Do pracy nie wnosz¢ zastrzezen merytorycznych. Po przeczytaniu rozprawy, z
obowigzku Recenzenta, cheialabym przedstawié¢ swoje uwagi: 1. Doktorantka w swojej pracy
nie zamiescita osobno spisu 39 Tablic, co utrudnilo troche czytanie pracy i pisanie recenzji; 2.
niektére mikrofotografie zamieszczone w tabelach maja ciemne tlo, ale wida¢ na nich
prawidlows reakcje immunohistochemiczng np. Tabelal3a, 14a, 22a; 3. przy przygotowaniu
mikrofotografii do publikacji ich rozmiary powinny by¢ wigksze, co moze wplyna¢ na lepsze
pokazanie wynikow danej reakcji immunohistochemicznej w komorkach. W rozprawie
mozna rowniez znalez¢ drobne bledy literowe. Przedstawione w recenzji uwagi dotycza

szczegotow i nie maja wplywu na bardzo dobra ocene pracy.

W podsumowaniu stwierdzam, Ze praca doktorska dotyczy waznych zagadnien
zwigzanych z poszerzeniem wiedzy na temat wplywu antyandrogenu jakim jest flutamid na
ekspresje wybranych genéw w ukladzie rozrodczym cigzarnej samicy. Zastosowanie
roznorodnych technik badawczych i umiejetnosé interpretacji uzyskanych wynikow dowodzi
o dojrzatosci naukowej Autorki pracy.

Przedstawiona do oceny praca doktorska mgr Iwony Wieciech, ktéra oceniam bardzo
dobrze, napisana jest poprawnym jezykiem polskim i wskazuje na duza wiedz¢ Doktorantki w
zakresie przeprowadzonych badan. W pelni spelnia warunki stawiane na stopiefi naukowy
doktora w dziedzinie nauk biologicznych i dyscyplinie biologii. Rozprawa spelnia réwniez
warunki okres§lone w artykule 13 Ustawy z dnia 14.03.2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2003r., nr 65, poz.595, Dz.U.
z 2005r., nr 164, poz. 1365, Dz. U. z 20011 r. nr 84, poz. 455).

Dlatego zwracam si¢ do Wysokiej Rady Wydzialu Biologii i Nauk o Ziemi
Uniwersytetu Jagielloniskiego w Krakowie o dopuszczenie mgr Iwony Wieciech do
dalszych etapow przewodu dektorskiego.

Whioskuje réwniez o wyr6znienie pracy doktorskiej, ze wzgledu na jej wysoki
poziom, oryginalnoéé uzyskanych wynikéw oraz dlatego, ze czg$¢ wynikow zostala juz
opublikowana w czasopi$mie naukowym: Wieciech I., Durlej M. Stomczyfiska M. (2013).
Ifluence of the antiandrogen flutamide on the androgen receptor gene expression in the
placenta and umbilical cord during pregnancy in the pig. Acta Histochemica 115: 290-295.

IF=1,760 i w formie 7. doniesien konferencyjnych.
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