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OCENA ROZPRAWY DOKTORSKIE) MGR WERONIKI LEBIEDZINSKIE) PT. ,CHARAKTERYSTYKA
EKSPRESJI GLIKOPROTEINY ZONA PELLUCIDA 3 W TKANKACH ZDROWYCH ORAZ JEJ
ONTOGENEZA WRAZ Z ROZWOJEM JADRA | SPERMATOGENEZY”

Rozprawa na stopien doktora nauk medycznych i nauk o zdrowiu mgr Weroniki
Lebiedzinskiej zostata przygotowana w postaci 78 stronicowej monografii w jezyku polskim.
Prace wykonano w Klinice Rozrodczosci i Endokrynologii Ginekologicznej Uniwersytetu
Medycznego w Biatymstoku we wspdtpracy z Uniwersytetem w Turku, Finlandia pod
kierunkiem Prof. dr hab. Nafisa Rahmana. Klinika Rozrodczosci i Endokrynologii
Ginekologicznej Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku kierowana przez Prof. dr hab.
Stawomira Wotczynskiego jest jednym z wiodgcych osrodkéw prowadzgcych nowoczesne
badania w dziedzinie rozrodczosci cztowieka i badania mgr Lebiedzinskiej doskonale wpisujg
sie w te tematyke.

Biatka ostonki przejrzystej (zona pellucida, ZP) chronig oocyt oraz odgrywaja kluczowg
role w procesie zaplemnienia komérki jajowej. Jedno z nich, ZP3 nie tylko petni funkcje
strukturalne, ale rowniez, dzieki zwigzanymi z nim oligosacharydami, ma funkcje wigzania
rozmaitych receptoréw. Dotychczas sgdzono, ze ekspresja ZP3 jest ograniczona do oocytéw i
ostonki przejrzystej oraz niektdrych nowotwordéw. Dzieki badaniom prowadzonym przez
zespot prof. prof. Wotczynskiego i Rahmana z udziatem Doktorantki okazato sie jednak, ze
ZP3 jest rowniez eksprymowane w jgdrach. To bardzo interesujgce odkrycie, dlatego
uwazam, ze podjecie przez mgr Lebiedzifnskg badan nad charakterystykg i znaczeniem
ekspresji ZP3 w tkankach jadra u cztowieka i myszy byto potrzebne i uzasadnione.

Rozprawa doktorska mgr Weroniki Lebiedzinskiej ma uktad typowy dla tego typu
monografii. Zawiera streszczenie w jezyku angielskim i polskim, liste skrétow, wstep, cel,
materiaty i metody, wyniki, dyskusje, wnioski, rycin, spis tabel oraz piSmiennictwo.

Streszczenie w jezyku angielskim i polskim w zwiezty sposdb opisuje przestanki podjecia
badan, cel pracy, uzyskane wynikéw oraz ich podsumowanie.

Wstep zaczyna sie krétkim wprowadzeniem doskonale uzasadniajgcym potrzebe podijecia
badan. Nastepnie Doktorantka szczegdtowo opisuje budowe i funkcje biatka ZP3 oraz rozwoé;j
ptodowy jadra, steroidogeneze, budowe histologiczng jadra i proces spermatogenezy.
Wszystkie informacje zostaty przedstawione jasno i czytelnie w oparciu o dane z aktualnego
pismiennictwa. Dodam, ze wstep zostat dodatkowo zilustrowany bardzo dobrymi,
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przejrzystymi, kolorowymi rycinami przedstawiajgcymi mechanizm regulacji ptci meskiej oraz
proces spermatogenezy. Informacje zawarte we wstepie sg bardzo dobrym wprowadzeniem do
tematu badan i stanowig logiczne uzasadnienie celu pracy Doktorantki.

Ogoélnym celem pracy mgr Weroniki Lebiedzinskiej byto scharakteryzowanie ekspresji ZP3
w wybranych tkankach ludzkich i mysich oraz zbadanie ontogenezy ZP3 wraz rozwojem jadra i
spermatogenezy u myszy. Celami szczegétowymi byto natomiast:

1. Okreslenie, porédwnanie i lokalizacja ekspresji genu i biatka ZP3 w jajnikach, jadrach i
innych zdrowych tkankach u myszy i cztowieka.

2. Okreslenie ekspresji oraz lokalizacji szczegétowej ZP3 w jagdrze, spermatogenezie oraz
komérkach macierzystych/progenitorowych spermatogenezy.

3. Charakterystyka ontogenezy ekspres;ji i lokalizacji ZP3 w jgdrze mysim poczgwszy od zycia
ptodowego, przed i po okresie dojrzewania ptciowego do okresu osiggniecia dojrzatosci w
konteks$cie zmian hormonalnych i rozwoju jader/spermatogenezy.

4. Ocena wptywu wybranych hormondw ptciowych i gonadotropin na ekspresje ZP3 w linii
komdrkowej GC-1spd.

Uwazam, ze wyzej wymienione cele szczegétowe zostaty sformutowane prawidtowo i
stanowig logiczny cigg majacy doprowadzi¢ do uzyskania odpowiedzi na postawione pytania.

W Materiatach i metodach Doktorantka wyczerpujgco opisata wszystkie ludzkie i mysie
tkanki, ktérych uzyto w pracy oraz sposéb ich przygotowania do dalszych badan. Nalezy
zaznaczy¢, ze prowadzenie badan zostato pozytywnie zaopiniowane przez lokalng komisje
bioetyczna.

W kolejnych podrozdziatach mgr Lebiedziriska opisata metody hodowli komodrek i ich
stymulacji. W celu stymulacji, aby unikng¢ (jak rozumiem) wptywu hormonoéw zawartych w FBS
komorki byty wczesniej ,,gtodzone” w medium z 0,5% FBS. To uzasadnione dziatanie, chociaz
niekiedy moze miec¢ niekorzystny wptyw na komarki. Czy nie bytoby zatem bardziej zasadne
uzy¢ FBS pozbawionego steroidéw? Mam rowniez pytanie, czy stosowana pozywka zawierata
czerwien fenolowa, ktdora rowniez wywiera efekty zblizone do hormondw steroidowych.

Dalej Doktorantka opisata metody zastosowanych badan molekularnych oraz
immunohistochemicznych. Dobér metod jest wiasciwy do prowadzonych badan i nie budzi
wiekszych zastrzezen chociaz osobiscie nie jestem entuzjastg ilosciowej oceny RNA metodg
SYBR-green.

Niestety, w opisie ilosciowej reakcji tancuchowej polimerazy (Real-Time RCR) znalaztem
powazne niedociggniecia. Po pierwsze, metoda ilosciowa SYBR green (domyslam sie, ze tg
metodg postugiwata sie Doktorantka) nie zostata wtasciwie opisana. Po drugie, z analizy
wynikdw wnosze, ze mgr Lebiedzinska postugiwata sie rowniez klasyczng metodg RT-PCR (?) z



analizg amplifikowanego produktu (produkt reakcji z metody SYBR-green, czy zwykty produkt
RT-PCR?) poddanemu elektroforezie w zelu agarozowym. Niestety w Materiatach i metodach
nie znalaztem o tym zadnej wzmianki. Generalnie, wyglada na to, ze opis metodyki analizy
MRNA badanych gendw jest niewystarczajacy i nie zawiera informacji na temat rozdziatu
elektroforetycznego. Mam tez czysto techniczne pytanie dotyczace wyboru genow
referencyjnych. Na poparcie swojego wyboru Doktorantka nie podaje zadnej pozycji
pismiennictwa. Dlatego chciatbym sie dowiedzieé, dlaczego wybrata te a nie inne geny i czy jej
wybdr ma potwierdzenie w literaturze?

Z innych drobnych uchybien moge odnotowac, ze mgr Lebiedzinska nie podata, co byto
grupg kontrolng w eksperymentach ze stymulacjg komérek hormonami. Doktorantka miafa tez
problem z opisem procedury przygotowywania skrawkdw histologicznych do barwienia IHC. Jak
rozumiem, dysponowata gotowymi skrawkami uzyskanymi od histopatologéw i nie zadata sobie
wystarczajgco duzo trudu, aby doktadnie opisa¢ catg metodyke. Uzyte w opisie kuriozalne
sformutowania takie jak ,,utrwalone w parafinie” i ,uwodnieniu w ksylenie” traktuje jako
,wypadek przy pracy”.

Do pozostatych opiséw metod i analizy statystycznej nie mam istotnych uwag.

W sekcji Wyniki mgr Lebiedziiska po kolei opisata rezultaty swoich badan zaczynajgc od
pokazania ekspresji ZP3 w mysim i ludzkim jgdrze oraz w komérkach linii mysich
spermatocytéw. Pokazata rdwniez ekspresje ZP3, a raczej jej brak wielu réznych tkankach
ludzkich. Dalej, zgodnie z wytyczonymi celami zbadata ekspresje ZP3 podczas ontogenezy jadra
myszy, u myszy pozbawionych ekspresji receptora dla LH oraz ocenita ekspresje ZP3 w
kontekscie profilu ekspresji gendw kodujgcych enzymy zwigzane ze steroidogeneza.

Na koniec zbadata, czy stymulacja hormonami linii mysich spermatocytdw ma wptyw na
ekspresje ZP3. Wyniki tych ostatnich doswiadczen wskazujg, ze badane hormony nie
modyfikowaty ekspresji ZP3, musze jednak zauwazy¢, ze komérki byty traktowane badanymi
czynnikami tylko przez 24 godz. Nie mozna zatem wykluczy¢, ze wptyw hormondéw mégtby
ujawnic sie po dtuzszym czasie stymulacji. Z obowigzku recenzenta musze tez zauwazyg¢, ze na
obydwu przedstawionych wykresach (Ryc. 23 i 24) wyniki przedstawione sg w rézny sposdb. Na
Ryc. 24 wyniki sg prezentowane w odniesieniu do kontroli (metoda 2deltaCt?) zas na Ryc. 23
wydaje sie, ze tylko w odniesieniu do genu referencyjnego (metoda deltaCt?). Nie ma to
wiekszego znaczenia w kontekscie analizy poréwnawczej wynikdw, nie mniej sugeruje pewng
drobng niestarannos¢ w przygotowaniu i obrébce wynikdéw.

Ogodlnie uwazam, ze sposob przedstawienia wynikow jest przejrzysty i bardzo przekonujacy.
Jestem szczegdlnie pod duzym wrazeniem doskonatych barwiert immunohistochemicznych oraz
wynikéw z mikroskopii fluorescencyjnej. W niektdrych rycinach znalaztem drobne niejasnosci,
na przyktad nie jest wyjasnione co oznacza skrét ND (Ryc. 3, 11). Domyslam sie, ze oznacza to



,hot detected”, ale to tylko moje przypuszczenia. Dostrzegtem réwniez termin ,,marker
wielkosci” (Ryc. 4, 9). Jest to wyrazenie zargonowe i powinno by¢ zastgpione terminem
standard molekularny.

Uzyskane wyniki mgr Lebiedzinska przedyskutowata w swietle aktualnej wiedzy. Widaé
wyraznie, ze wiedza ta jest w dalszym ciggu niewielka, co stawia Doktorantke i caty zespét w
awangardzie badan nad fizjologig i klinicznym wykorzystaniem biatka ZP3.

W dyskusji zabrakto mi krytycznego odniesienia do cytowanych danych z Human Protein
Atlas, gdzie raportowano ekspresje ZP3 w wielu normalnych narzgdach ludzkich. Wyniki
Doktorantki nie potwierdzajg tych danych i to wymagatoby gtebszej dyskusji. Podobnie
przydatoby sie rdwniez gtebsze mechanistyczne spojrzenie na indukcje ekspresji ZP3 oraz jej
znaczenie biologiczne.

Zaciekawit mnie watek dotyczacy mozliwosci uzycia ZP3 jako potencjalnego antygenu w
immunoterapii nowotwordw oraz opartej na immunizacji antykoncepcji. Te ostatnig mozliwos¢
Doktorantka przedyskutowata w szerokim kontekscie metod antykoncepcyjnych, nie przekonato
mnie to jednak, ze ZP3 bytby rzeczywiscie przydatny w tej dziedzinie medycyny rozrodu.

Prace wienczy 7 wnioskéw odpowiadajgcych postawionym celom pracy:

1. Ekspresja na poziomie biatkowym ZP3 w jgdrach u myszy i ludzi jest obecna w
spermatogoniach, spermatocytach i spermatydach, a takze w linii komdrkowej
spermatocytéw mysich GC-2spd(ts).

2. W jajniku ekspresja ZP3 wystepuje w pecherzyku pierwotnym, wtédrnym i antralnym.

3. Komérki somatyczne zdrowych jgder (Leydiga i Sertolego oraz macierzyste i
progenitorowe spermatogonia nie majg ekspresji ZP3 na poziomie biatkowym.

4. W ontogenezie jgder myszy ZP3 pojawia sie 21 dniu wraz z zainicjowaniem
spermatogenezy.

5. U myszy LURKO -/- pozbawionych spermatogenezy nie dochodzi do ekspresji ZP3 w
jadrach.

6. Hormony: estradiol, testosteron, progesteron, FSH, LH i hCG naie majg wptywu na
poziom ekspresji ZP3 w komérkach spermatocytéw mysich GC-2spd(ts).

7. Ekspresja ZP3 pojawia sie wraz z uruchomieniem spermatogenezy.

Przedstawione przez Doktorantke wnioski odpowiadajg postawionym celom pracy, wynikaja
z uzyskanych wynikéw i sg ich dobrym podsumowaniem. Jedynie w przypadku wptywu
hormondw na ekspresje ZP3 (pkt. 6) bytbym bardziej ostrozny, poniewaz, jak wczesniej
zaznaczytem, czas obserwacji ograniczony byt tylko do 24 godzin.

Przedstawione przeze mnie uwagi krytyczne nie majg istotnego znaczenia dla moje;j
ostatecznej, bardzo dobrej oceny rozprawy doktorskiej mgr Weroniki Lebiedzinskie;j.
Podsumowujgc, stwierdzam, ze Doktorantka wykazata sie znajomoscig wielu metod



badawczych i dysponuje szerokg wiedzg w temacie prowadzonych badan. Nie mam
watpliwosci, ze osiggneta stopien dojrzatosci i samodzielnosci naukowej uprawniajacy jg do
ubiegania sie o stopien doktora.

W zwigzku z tym, uwazam, ze monografia mgr Weroniki Lebiedzinskiej jest jej
samodzielnym, oryginalnym i interesujgcym osiggnieciem oraz spetfnia wszystkie ustawowe
wymogi stawiane rozprawom na stopien doktorski okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca
2018 Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce (tekst jednolity: Dz. U. z 2022 r. poz. 574 ze
zmianami). W zwigzku z tym wnosze do Wysokiego Senatu Uniwersytetu Medycznego w
Biatymstoku o dopuszczenie mgr Weroniki Lebiedzinskiej do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.
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