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OCENA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
mgr Weroniki Lebiedzinskiej
p.t. ,Charakterystyka ekspresji glikoproteiny zona pellucida 3 w tkankach

zdrowych oraz jej ontogeneza wraz z rozwojem jadra i spermatogenezy”

Glikoproteiny ostonki przejrzystej zostaly opisane a nastepnie zidentyfikowane jako trzy osobne
biatka ZP 1, 2 i 3 po raz pierwszy przez Jeffey’a Bleila i Paula Wassermana w 1980 roku (Bleil,J.D.
& Wassarman,P.M.:1978,J.CellBiol.(abstr.) Bleil,J.D. & Wassarman,P.M.:1980,Dev.Biol). Od tego momentu
rozpoczety si¢ intensywne badania dotyczgce charakterystyki biochemicznej, immunologicznej
oraz genetycznych mechanizméw regulujacych czynnos¢ tych glikoprotein jak réwniez ich
znaczenia w procesesach rozrodczych. W 2004 roku Lefievre i wsp. zidentyfikowali czwartg
glikoproteing ostonki przejrzystej ZP4 (Lefievre L. et al;.: 2004,Hum Reprod). ZP3 bedac jednym z
trzech gtéwnych sktadnikéw ostonki otaczajgcej komorke jajowg ssakéw, poprzez umozliwianie
wigzania sie plemnikdw oraz inicjowanie reakcji akrosomalnej, umozliwia plemnikowi przeniknigcie
przez warstwg zony pellucida i zaptodnienie oocytu. Tak wiec jest niezbednym elementem w
komorkowym procesie rozrodu. W péznych latach 90-tych w wielu osrodkach rozpoczeto badania
nad zastosowaniem blokowania glikoproteiny ZP3 w antykoncepcji, najpierw u samic zwierzat
wolnozyjgcych a nastgpnie u kobiet. O ile u zwierzat strategia immunizacji ZP3 przyniosta
wymierne efekty to niestety u kobiet ze wzglgdu na autoimmunologiczne zapalenie jajnikéw

prowadzgce do jego trwatej destrukcji zatrzymato dalsze badania.




Jeszcze do niedawna, ogdlnie przyjetym dogmatem w medycynie rozrodu, pozostawat fakt, ze
glikoproteina ZP3 zlokalizowana jest tylko w obrgbie komérki jajowej. W ostatnim dziesiecioleciu
pojawity sie prace, w duzej czesci zrealizowane przez zespot prof. Rahmana, dokumentujgce
ekspresje glikoproteiny ZP3 zarowno w rakach nabtonkowych jajnika i ich przerzutach a takze w
raku prostaty, jelita grubego i ostatnio raku drobnokomorkowym ptuc. Obserwacje te dajg szanse
na zupetnie nowe strategie terapeutyczne w onkologii. Podjety przez doktorantke temat dotyczgcy
poszukiwania nowych lokalizacji glikoproteiny ZP3 jest niezwykle interesujacy a wrecz fascynujacy.

Przedstawiona do oceny rozprawa liczy 77 strony maszynopisu. Uktad pracy jest typowy i
obejmuje: streszczenia w jezyku angielskim i polskim, wykaz skrotéw, wstep, cel, materiat i

metody, wyniki, dyskusje, wnioski, spisy rycin i tabel oraz pi$miennictwo.

W pierwszej czesci wstepu doktorantka w sposob zwiezly zapoznaje czytelnika z aktualng
wiedzg dotyczacg glikoproteiny ZP3, omawiajac jej lokalizacje, budowe, genetyczne
uwarunkowania jej produkcji oraz role jakg petni w zaréwno w oogenezie jak i procesie
zaptodnienia komorki jajowej i wczesnym okresie rozwoju zarodka. W drugiej czesci tego rozdziatu
rozprawy autorka w sposéb przejrzysty opisuje embriologiczne i histologiczne etapy rozwoju jadra,
z uwzglednieniem okresu ptodowego jak i postnatalnego oraz uwarunkowania genetyczne i
endokrynne regulujgce powyzsze procesy. Ponadto, w sposéb kompendialny przedstawia wiedze
dotyczgca budowy histologicznej jadra, dokonujgcej sie w nim steroidogenezy oraz
spermatogenezy. Jednoczesnie, doktorantka, w sposéb niezwykle sprawnie dokonuje
rownolegtego poréwnania dokonujgcych sie wyzej opisanych proceséw w jgdrach ludzkich i
mysich. Jedyna drobna uwaga, ktéra nasuwa sie recenzentowi to bardzo lapidarny opis obu rycin
znajdujgcych sig w tej czesci rozprawy. Zamieszczenie wyjasnien zastosowanych skréotéw w
podpisach znacznie utatwitoby ich interpretacje. Cato$¢ przedstawionej tresci jest przejrzysta i
zawiera najistotniejsze elementy aktualnej wiedzy w tym zakresie oraz stanowi znakomite

wprowadzenie i uzasadnienie celu pojetej rozprawy naukowe;.

Cel pracy sformutowany jest jasno i precyzyjnie a jego rozwiniecie w postaci celéw
szczegotowych nakresla plan prowadzony badan i przygotowuje czytelnika do analizy uzyskanych

wynikéw.

Materiat badawczy stanowi 16 fragmentéw zdrowych tkanek ludzkich od os6b dorostych oraz
jadra mysie z 18 dnia embrionalnego, 1,7,15,21 i 35 dnia po urodzeniu i 2,6 miesigca zycia oraz
jajniki, sledziona i migsien szkieletowy. Z obowigzku recenzenta nalezy podkresli¢ jednak pewna
rozbiezno$¢ w opisie zastosowanego do eksperymentu materiatu mysiego. Na stronie 25
doktorantka zaznacza, ze do badan nad ontogenezg uzyto jader z 6 miesigca zycia po czym w
tabeli 6 wymienia grupy eksperymentalne konczace sie na 2 miesigcu zycia. Juz w tym miejscu
pragne podkreslic, ze ta rozbieznos¢ znajdowana jest w opisie wynikow. Materiat z 6 miesigca

zycia zostat wykorzystany tylko w immunohistochemicznej lokalizacji biatka ZP3 natomiast




lokalizacja transkryptow mRNA ZP3 oraz immunohistochemiczna ekspresja enzymow
steroidogenezy konczyta sie na materiale z 2 miesigca zycia. Metody badawcze zastosowane

przez autorkg obejmujg niezwykle nowoczesne i wysublimowane techniki z zakresu genetyki i
biologii molekularnej oraz immunohistochemii, pozwalajgce na precyzyjne badanie glikoproteiny
ZP3 na poziomie ekspresji samego biatka jak i mMRNA ZP3. Swiadczy to dobitnie o znakomitym

opanowaniu przez doktorantke bardzo bogatego warsztatu laboratoryjnego i naukowego.

Wyniki zostaty przedstawione na 22 czytelnych rycinach. Ich opis jest niezwykle precyzyjny i
zrozumiaty oraz w petni korespondujgcy z zatozonymi celami. Z catg stanowczos$cig nalezy
podkresli¢, ze stwierdzenie przez mgr Weronike Lebiedzinskg obecnosci glikoproteiny ZP3 w
jadrze ludzkim i mysim jest pionierskie w skali $wiatowej i zmienia naszg wiedze dotyczacg
lokalizacji tej glikoproteiny w organizmie ludzi i myszy. Dzieki znakomicie zaplanowanym i
zrealizowanym eksperymentom badawczym, doktorantka nie tylko wykazata obecnosé ZP3 w
jadrze ale wykazata jej lokalizacje w spermatogoniach, spermatocytach i spermatydach przy braku
tej glikoproteiny w komoérkach Leydiga, Sertolego, macierzystych , progenitorowych oraz dojrzatych
plemnikach. Ponadto, przeprowadzajgc eksperymenty umozliwiajgce analize poszczegdlnych
etapdw ontogenezy jgder oraz wigczajgc do badania myszy ze znokautownym receptorem LH, mgr
Weronika Lebiedziriska wykazata scisty zwigzek pomiedzy spermatogenezg a wystepowaniem
glikoproteiny ZP3 w jadrach. W tym momencie nasuwa sie pytanie czy istnieje takze mechanizm
odwrotny tzn. czy zablokowanie ZP3 na komdérkach rozrodczych jgdra na wczesnych etapach ich
rozwoju np. spermatogonii czy spermatocytéw zahamuje ich dalsze dojrzewanie do stadium
dojrzatego plemnika. Kolejnym elementem wykonanych przez mgr Weronike Lebiedziriskg badan
byta ocena wptywu hormondéw gonadotropowych (LH, FSH oraz hCG) i steroidowych (estradiol,
progesteron i testosteron) na ekspresje ZP3 w linii komdérkowej spermatocytéw mysich. Na
podstawie uzyskanych wynikow doktorantka wykazata brak wplywu ktéregokolwiek z
analizowanych hormondw, niezaleznie od zastosowanej dawki, na ekspresje badanej glikoproteiny
na mysich spermatocytach. Badania Kempistego i wsp., ktére mgr Lebiedzinska cytuje w Dyskusiji,
wykazaly synergistyczne dziatanie estradiolu i progesteronu na zwigkszenie ekspresji ZP3 mRNA
jak i biatka ZP3 na psich oocytach (Kempisty B.et.al.: Theriogenology, 2012;77:684-693). ByC moze
podczas dalszych badan w tym temacie warto bytoby sprawdzi¢ efekt stymulacji oparty na
kombinacji poszczegoélnych hormonow na spermatocyty. Niezaleznie od powyzszych drobnych
uwag, pragne podkresli¢, Zze jako recenzent, zajmujgcy sie od bardzo wielu lat medycyng rozrodu,

jestem pod ogromnym wrazeniem uzyskanych przez mgr Weronike Lebiedzinskg wynikow.

Przygotowanie Dyskusji majgcej na celu konfrontacje wynikéw wiasnych z tymi opisanymi
przez innych badaczy, w sytuaciji gdy uzyskane wyniki sg absolutnie pionierskie w skali Swiatowe;j,
wydaje sie byé niemozliwe. Pomimo braku jakichkolwiek publikacji na temat obecnosci
glikoproteiny ZP3 w jgdrze, mgr Weronika Lebiedziriska przeprowadza fascynujgce rozwazania
nad mozliwosciami wytgczenia biatka ZP3 obecnego na spermatogoniach, spermatocytach i




spermatydach dla celéw antykoncepcyjnych. Zaproponowane przez doktorantke w dyskusji
praktyczne wykorzystanie uzyskanych wynikow i wyciggnietych wnioskow, moze otworzy¢ zupetnie

nowe mozliwosci dla tak diugo poszukiwanej i potrzebnej antykoncepcji dla mezczyzn.

Catosé rozprawy konczy sie siedmioma wnioskami, ktére w rzeczowy sposoéb podsumowujg

uzyskane wyniki i w petni korespondujg z zatozonymi celami rozprawy.

Cytowane przez Doktorantke pismiennictwo liczgce 104 pozycje jest niezwykle trafnie

dobrane i swiadczy o znakomitej znajomaosci tematu.

Podsumowujac, pragne podkresli¢, ze rozprawa Pani mgr Weroniki Lebiedzinskiej zostata
znakomicie zaplanowana i zrealizowana w sposéb bardzo precyzyjny co $wiadczy o jej ogromnej
dojrzatosci intelektualnej i naukowej a zastosowanie bardzo nowoczesnych metod potwierdza
doskonaty warsztat badawczy doktorantki. Uzyskane wyniki majg charakter pionierski w skali
$wiatowe] i posiadajg potencjalng ogromng warto$¢ utylitarng w medycynie rozrodu cztowieka.
Dlatego wnosze do Senatu Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku prosbe o wyrdznienie tej

rozprawy.

Uwazam, Ze przedstawiona mi do oceny praca spetnia wszelkie wymagania dla tego
rodzaju rozpraw. Wobec powyzszego wnioskuje do Senatu Uniwersytetu Medycznego w
Biatymstoku o dopuszczenie mgr Weroniki Lebiedzinskiej do dalszych etapow przewodu

doktorskiego.
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