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pt. Charakterystyka ekspresji glikoproteiny Zona pellucida 3 w tkankach
zdrowych oraz jej ontogeneza wraz z rozwojem jadra i spermatogenezy

Molekularne mechanizmy kontrolujgce procesy steroidogenezy i spermatogenezy sg obiektem
badan specjalistow reprezentujacych nauki podstawowe, aplikacyjne i kliniczne, a informacje
dostepne w wyniku prowadzenia tych badan wzajemnie sie uzupetniajg. Uwaga wielu badaczy
skupia si¢ na okresleniu mechanizméw odpowiedzialnych za zaburzenia steroidogennej funkgcji
gonad, za obnizanie sie parametréw plemnikéw lub rytmu ich uwalniania, co moze stuzyé poznaniu
patogenezy wielu schorzer skutkujacych obnizeniem meskiej ptodnosci.

Ocena wartosci naukowej rozprawy:

Planujac badania zawarte rozprawie doktorskiej, Pani mgr Weronika Lebiedzifiska
zainteresowata sig¢ ciekawymi wynikami uzyskanymi w macierzystym zespole badawczym, a
dotyczacymi obecnosci glikoproteiny ZP3 w prawidiowej tkance jgdra. Nalezy zaznaczyé, ze
glikoproteina ZP3 wchodzi w sktad ostonki przejrzystej (Zona pellucida) komorki jajowej, biorgc
udziat w oogenezie i procesie zaptodnienia, oraz wiazaniu plemnika i indukowaniu reakcji
akrosomalnej. Poza prawidtowymi komérkami ekspresja ZP3 zostata réwniez wykazana w
niektérych nowotworach, co sktonito badaczy do dalszych poszukiwan w kierunku wykorzystania
tego biatka jako celu w immunoterapii nowotworéw. Poniewasz rola ZP3 w regulacji funkgji jadra jest
dotychczas nierozpoznana, Doktorantka postanowita dokonaé charakterystyki ekspresji ZP3 w
wybranych ludzkich i mysich tkankach oraz wykazac zmiany lokalizacji tej glikoproteiny wraz z
rozwojem jgdra i spermatogenezy u myszy. Zatem rozprawa doktorska Pani mgr Weroniki
Lebiedzinskiej bardzo dobrze wpisuje sie¢ w nurt aktualnych i waznych badan dotyczgcych
molekularnego podioza zmian podczas réznicowania komérek w zdrowych ludzkich i mysich
tkankach, ze szczegéinym uwzglednieniem jadra. Diatego wybdr zagadnienia, ktére Doktorantka
postanowita rozwigzac oceniam bardzo wysoko, a istotnym uzasadnieniem podjecia badari jest nikfe
rozpoznanie znaczenia ZP3 w tkance jader. Praca istotnie poszerza wiedze z zakresu
endokrynologii rozrodu i andrologii.



Ocena poprawnosci redakcyjnej rozprawy:

Uktad redakcyjny jest typowy dla prac doktorskich. Poza gtéwnymi sktadowymi rozprawy (wstepem,
celem pracy, opisem materiatu i metod, wynikami, dyskusjg i wnioskami) znajduje si¢ spis rycin i tabel
oraz wykaz pi$miennictwa. Proporcje pomiedzy poszczegdlnymi rozdziatami zostaty prawidtowo
zachowane. Przed wstepem pracy zostaty zamieszczone streszczenia w jezyku polskim i angielskim,
wykaz stosowanych w tekscie skrotow oraz zgoda Komisji Bioetycznej UMB. Rozprawa liczy 78 stron
tekstu i zawiera 102 pozycje anglojezycznego, dobrze dobranego pismiennictwa. Dokumentacje
wynikéw stanowig 2 tabele i 24 ryciny, w tym 16 rycin z licznymi mikrofotografiami wykonanymi w
mikroskopie $wietinym w jasnym polu oraz mikroskopie konfokalnym.

Otrzymane wyniki i sposob ich prezentacji $wiadczy o opanowaniu warsztatu metodycznego
niezbednego do przeprowadzenia badan i do oceny badanych parametréw. Byé moze, z korzyscig
dla odbioru pracy, mozna bylo dokonaé czesciowej redukcji uzyskanych wynikow, tych,
niedotyczgcych jgder.

Qcena wartosci merytorycznej rozprawy:

W dobrze i zwiezle napisanym Wstepie Doktorantka omawia znaczenie biatek ostonki przejrzystej,
skupiajac sie na glikoproteinie ZP3, bedacej przedmiotem jej rozprawy i podaje dane na temat genu
Zp3 kodujgcego badane biatko. W kolejnej czesci szczegOlowo przedstawia rozwdj jadra
rozpoczynajac od gonad bipotencjalnych we wczesnym okresie rozwoju embrionalnego i ilustruje ten
proces czytelng rycing nr 1. Zapoznaje czytelnika z rolg ptodowych komérek Sertolego i Leydiga,
zwracajac uwage na regulacje tych ostatnich przez receptor LH/ACG aktywowany ludzkg
gonadotroping kosmoéwkowa. Skupia sie réwniez na roli testosteronu w prawidtowym przebiegu
maskulinizacji zarodka na wczesnym etapie rozwoju. Ten bardzo dobrze napisany podrozdziat konczy
omoéwieniem roéznicowania komorek rozrodczych i przedstawieniem tego procesu na informatywne;
rycinie. Nastepnie, krotko charakteryzuje proces steroidogenezy, przedstawia budowe histologiczng
dojrzatego jadra i szczegotowo omawia proces spermatogenezy.

Uwazam, ze Wstep wystarczajgco argumentuje postawiony cel pracy i podjecie sig¢ charakterystyki
ekspresji ZP3 w wybranych tkankach ludzkich i mysich ze szczegdinym naciskiem na analiz¢ zmian

ZP3 w ontogenezie jadra i przebiegu spermatogenezy u myszy.

Na podkreslenie zastuguje zarowno wybor réznorodnego materiatu do badan [tkanki mysie i ludzkie
oraz komercyjna linia spermatocytéw mysich GC-2spd(ts)] jak i trafne dobranie tkanek w odpowiednim
okresie rozwoju osobniczego samcéw myszy, poczynajac od 18. dnia zycia ptodowego, poprzez 1, 7,
15, 21, 35 dzien po urodzeniu az do tkanek pobranych od osobnikéw dwumiesigcznych.

Mgr Weronika Lebiedzinska konsekwentnie realizowata postawione zadania. 1zolowata RNA,
prowadzita rozdziaty elektroforetyczne wyizolowanych prébek RNA, produktéw PCR i produktow PCR
w czasie rzeczywistym. W celu sprawdzenia transkryptow mRNA wykonywata hybrydyzacje in situ z



uzyciem sondy RNAScope. Natomiast do oceny obecnosci i rozmieszczenia ZP3 w badanych
tkankach i komérkach wykonywata odpowiednio barwienia immunohisto- i immunocytochemiczne.
Doktorantka zastosowata réwniez technike whole mount immunostaining aby wybarwi¢ cate kanaliki
nasienne i dokonac oceny ekspresji ZP3 w komaorkach macierzystych i progenitorowych. Dodatkowo,
ekspresj¢ ZP3 na poziomie biatka analizowata w jadrach myszy LuRKO, czyli pozbawionych
receptora LH technikg nokautu genowego. Ten znakomity model badawczy pozwolit na ocene
ekspresji ZP3 w jgdrach z brakiem spermatogenezy.

Nie dostrzegtam informacji na temat pomiaréw stezen hormonow w rozdziatach Materiaf i Metody
oraz Wyniki. Czy istniejg zmiany zachodzgce w profilach homonalnych? Prosze doktorantke o
odpowiedz na to pytanie.

Doktorantka wykonata zaplanowane badania, opracowata i przedyskutowata wyniki i zweryfikowata
postawiong teze. Cato$¢ pracy doktorskiej wykonata w Klinice Rozrodczosci i Endokrynologii
Ginekologicznej Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku we wspotpracy z Uniwersytetem w Turku
w Finlandii. Cze$¢ badan zostato sfinansowanych przez Narodowe Centrum Nauki w ramach projektu
PRELUDIUM 21 (2022/45/N/NZ4/03410), a cze$é¢ z subwencji przyznanych Uniwersytetowi
Medycznemu w Biatymstoku.

Do znaczacych i nowatorskich rezultatéw nalezy wykazanie lokalizacji biatka ZP3 w komérkach
rozrodczych ludzkich i mysich jader: w spermatogoniach, spermatocytach i spermatydach oraz w linii
komorek mysich GC-2spd(ts), co stwarza mozliwos¢ wykorzystania ZP3 jako docelowego antygenu
w odwracalnej meskiej antykoncepcji.

Istotnym poznawczo wynikiem byto réwniez pokazanie braku ekspresji w komérkach macierzystych
| progenitorowych oraz somatycznych komérkach Sertolego i komérkach Leydiga. Kolejno,
przekonujgcym dowodem funkcjonalnego znaczenia ZP3 w procesie spermatogenezy byt brak
ekspresji tego biatka w jadrach myszy LURKO. Co istotne, wykorzystanie tkanek mysich w réznych
wieku pozwolito Doktorantce wykazaé pojawienie sie ekspresji ZP3 dopiero w okresie dojrzewania
samcow myszy. W jgdrach osobnikéw w okresie prenatalnym i neonatalnym mgr Lebiedzinska nie
notowata ekspresji badanego biatka. Wynik ten stanowi poparcie sugestii o potencjalnej roli ZP3 w

regulacji spermatogenezy.

Dazenie do rozwigzania postawionego celu jest niewatpliwie zastugg przygotowania Doktorantki
przez Promotora, Dra Nafiza Rahmana i Kierownika Kiliniki, prof. dr hab. Stawomira Woftczynskiego,
ktorych wiedza oraz doswiadczenie naukowe i kliniczne sg powszechnie znane i cenione.

Jednym z elementéw oceny jest zwrocenie uwagi recenzenta na braki lub btedy w tekscie pracy i
dokumentacji. Pomimo, iz rozprawe Pani mgr Weroniki Lebiedzinskiej cechuje starannosé¢ w
przygotowaniu catosci opracowania, Doktorantka, nie ustrzegta sie niescistosci i drobnych przeoczen,

ktore z obowigzku recenzenta przedstawiam ponizej.
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m Str. 8, Streszczenie, Autorka pisze...”Ostonka przejrzysta byta z powodzeniem stosowana jako
docelowy antygen’.... jest to niezreczne sformutowanie, zapewne chodzito Autorce o biatka ostonki
przejrzystej. Dalej Autorka pisze...”Przeprowadzono barwienie immunologiczne catych kanalikow...”.
Wkradt sie btad, do barwienia catych kanalikow zastosowano technike immunohistochemiczna.

m Uwaga terminologiczna — w tekécie pracy nazwy uzytych do do$wiadczen odczynnikéw powinny
byé ujednolicone: | tak, na str. 25 (podrozdziat 3.2) — przy pierwszym pojawieniu si¢ terminu,
prawidiowo uzyto peing nazwe i skrot (4% zbuforowana formalina (PFA), a nastepnie rowniez
prawidiowo, jedynie skrot 4% PFA. Dalej jednak jest Autorka odstepuje od tej zasady i pisze 4%
roztwér formaliny zamiast 4% PFA (podrozdziat 3.9) lub 4% roztwér formaliny (PFA) (podrozdziat
3.11), réwniez zamiast 4% PFA.

m str. 28. Prosze o doprecyzowanie jakie byto stezenie nadtlenku wodoru podczas inkubacji
preparatéw uzytych do hybrydyzacji in situ i w jakim buforze inkubowano preparaty aby odstoni¢
antygen (podrozdziat 3.8.).

m str. 29. piata linia od dotu: Inkubacji poddaje sie preparaty nie préby. W ostatniej linii, okreslenie
Jklej Pertex” proponuje zastapi¢ ,medium do zatapiania Pertex” (podrozdziat 3.9.), i dalej: komorki
wysiano na szkietkach w komorach 8-dotkowych, a nie na szkietkach 8-dotkowych (podrozdziat 3.10.).

m str. 39. Uzycie kursywy przy skrotach FSHR i LHR jest niepoprawne, skoro Autorka pisze o ekspresiji
receptoréw obu gonadotropin, a nie o ich transkryptach. Kursywe stosuje si¢ do opisu genu, skrot
biatka piszemy pismem prostym. Wkradt sie tez biad literowy, FSHR, a nie FHSR. Z kolei, na rycinie
15 gdzie Autorka przedstawia lokalizacje transkryptéw pismo proste Zp3 winno by¢ zastgpione
kursywg Zp3.

m W podpisie rycin 5, 6, 8, 15 zabrato opisu skali mikrofotografii

m Rycina 9 przedstawia wyniki ekspresji ZP3 w liniach komérkowych BLTK1 i MSC-1, natomiast w
rozdziale Materiaf i Metody zabrakto informacji na ten temat.

m Ryciny 8, 10, 13 przedstawiajg obrazy z mikroskopu konfokalnego, w rozdziale Materiat i Metody
brakuje nazwy firmy mikroskopu i opisu skali.

Moj komentarz dotyczy takze wnioskow, ktore stanowig raczej podsumowanie wynikow i nie maja
charakteru wnioskowania. Proponuje, tam gdzie jest to mozliwe, uzy¢ komponent wnioskowania

poprzez dodanie stow wskazuje na..., przemawia za... Swiadczy o...

Na przyktad, Wniosek nr 5, cyt.: ‘U myszy LURKO -/-, pozbawionych spermatogenezy nie dochodzi
do ekspresiji ZP3 w jadrach” - mogtby brzmiec: ,Brak ekspresji ZP3 w jadrach myszy LURKO wskazuje
na mozliwy udziat badanej glikoproteiny w regulacji spermatogenezy”.



Z kolei, Wniosek nr 4, cyt: ‘W ontogenezie jgder myszy ZP3 pojawia sie w 21 dniu wraz z
zainicjowaniem spermatogenezy” oraz Whniosek nr 7, cyt.. ,Ekspresja ZP3 pojawia sie wraz z
uruchomieniem spermatogenezy” — mogtby mie¢ wspélne brzmienie: .Pojawienie sie ekspresji ZP3 w
21 dniu wraz z uruchomieniem spermatogenezy przemawia za funkcjonaing rolg ZP3 w przebiegu
tego procesu.

Przedstawione powyzej przyktady nie sg zarzutem merytorycznym, a jedynie przyczynkiem do
dyskusji, dotyczacym umiejetnosci formutowania wnioskéw przez mtodych badaczy.

Pomimo podniesionych uwag bardzo pozytywnie oceniam przediozong do recenzji dysertacje i
stwierdzam, ze Pani mgr Weronika Lebiedzifiska zastuguje w pelni na nadanie stopnia doktora.
Doktorantka wykazata znajomo$¢ problematyki oraz umiejetnos¢ pracy nowoczesnymi technikami i
prawidtowo je wykorzystata. Cato$¢ opracowania wskazuje na duzg wiedze Doktorantki i umiejetnosé
dyskusji wynikow wilasnych na tle $wiatowego pismiennictwa. Atutem rozprawy jest wartosc
poznawcza badan, ktore istotnie poszerzyty wiedze o roli glikoproteiny ZP3 w rozwoju jadra myszy.

Whniosek koricowy

Majac powyzsze na uwadze stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Weroniki
Lebiedzirfiskiej spetnia wszystkie kryteria stawiane pracom doktorskim w my$| artykutu 187
ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (tj. Dz. U. z 2022 r. poz.
574). Wnosze zatem do Senatu Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku o dopuszczenie Pani
mgr Weroniki Lebiedziriskiej do dalszych etapéw postepowania o nadanie stopnia doktora.
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