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Recenzja rozprawy doktorskiej pt.: ,Udziat kwasu lizofosfatydowego (LPA)
w dojrzewaniu oocytéw i rozwoju zarodkéw bydlecych in vitro”

Kluczowym problemem w rozrodzie jest wyodrebnienie tych czynnikéw, ktére maja
wptyw na funkcje oocytu, powstawanie zarodkdw, implantacje i dalszy rozwdj
w macicy. Procesy te nie sg do korica poznane. Wydaje sig, ze jednym z istotnych czynnikéw
jest powszechnie wystgpujacy w organizmie kwas lizofosfatydowy. Uzasadnia to podjecie
badan nad tg substancja i jej rolg w prawidtowo przebiegajacym zaptodnieniu i wczesnym
rozwoju powstajgcego zarodka u kazdego gatunku takze, jak ma to miejsce w przedstawionej
do oceny rozprawie mgr Doroty Boruszewskiej, u krow. Kwas lizofosfatydowy (LPA) jest
naturalnie wystepujacym zwigzkiem fosfolipidowym. Jest on produkowany przez wiele
roznych typéw komodrek. LPA aktywuje specyficzne receptory sprzezone z biatkiem G
wystepujace na powierzchni komérek organizmu, regulujac proliferacje, migracje, przezycie
a takze zmiany morfologiczne komérek. Rézne w budowie formy LPA réznig sie dziataniem
na komorki organizmu. LPA produkowany jest w kompartymencie zaréwno komoérkowym,
jak i pozakomorkowym.

Wsrdd receptorow transbfonowych dla kwasu lizofosfatydowego wyréznia sie szesc
typow. Poszczegdlne typy receptoréw charakteryzuja sie réznym powinowactwem do LPA
oraz regulacjg roznych efektéw biologicznych w organizmie, w tym regulacja proceséw
zwigzanych z rozrodem. Jednym z efektéw jest regulacja funkcji jajnika i macicy, a wiec
kluczowych narzadéw rozrodczych samic réznych gatunkéw zwierzat. Probe wyjasnienia roli
kwasu lizofosfatydowego w rozrodzie nalezy uznaé za bardzo interesujacy temat badawczy.
Tego wiasnie podjeta sie w swojej pracy naukowej mgr Dorota Boruszewska.

Na przedtozong do oceny rozprawe doktorska sktadaja sie trzy prace oryginalne i praca
przeglagdowa.

Oryginalne prace naukowe:

1. D. Boruszewska, A. C. Torres, |. Kowalczyk-Zieba, P. Diniz, M. Batista, L. Lopes-
da-Costa, I. Woclawek-Potocka The effect of lysophosphatidic acid during in vitro maturation



of bovine oocytes: embryonic development and mRNA abundances of genes involved in
apoptosis and oocyte competence. Mediators of Inflammation 2014: 670670

2. A.C. Torres, D. Boruszewska, M. Batista, I. Kowalczyk-Zieba, P. Diniz, E.
Sinderewicz, J.S. Saulnier-Blache, I. Woclawek-Potocka, L. Lopes-da-Costa Lysophosphatidic
acid signaling in late cleavage and blastocyst stage bovine embryos. Mediators of
Inflammation 2014: 678968

3. D. Boruszewska, E. Sinderewicz, |. Kowalczyk-Zieba, K. Grycmacher, |.
Woclawek-Potocka The effect of lysophosphatidic acid during in vitro maturation of bovine
cumulus—oocyte complexes: cumulus expansion, glucose metabolism and expression of
genes involved in the ovulatory cascade, oocyte and blastocyst competence. Reproductive
Biology Endocrinology. 2015; 13: 44

Praca przeglgdowa:

4, D. Boruszewska, E. Sinderewicz, |. Kowalczyk-Zieba, K. Grycmacher, |.
Woclawek-Potocka Studies on lysophosphatidic acid action during in vitro preimplantation
embryo development. Domestic Animal Endocrinology 54 (2016) 15-29.

Zwraca uwage ogromna starannosc z jaka zostata przygotowana rozprawa doktorska
mgr Doroty Boruszewskiej.

Oryginalne artykuty stanowigce podstawe rozprawy doktorskiej zostaty opublikowane
w latach 2014-2015, a praca przegladowa - w roku 2016. Omawiane publikacje posiadajg
taczny wspétczynnik oddziatywania (Impact Factor) 10,596, natomiast wg MNiSW punktacja
wynosi 115. Doktorantka jest pierwszym autorem w trzech publikacjach, natomiast w jednej
znajduje sie na pozycji drugie;.

Z przyjemnosciq stwierdzam, ze wszystkie prace Doktorantki, ktore znalazty sie
w czasopismach recenzowanych to 18 publikacji o tacznym IF wynoszacym 29,782 i punktacji
MNiSW 350. Dwie oryginalne i pézniejsze publikacje pochodzace z roku 2017 (Reprod
Domest Anim. 2017;52(1):28-34.Theriogenology. 2017 1;92:111-120) réwniez dotycza
zasadniczego tematu pracy naukowej Doktorantki, jakim jest kwas lizofosfatydowy (LPA)
i jego rola w rozrodzie. Publikacje wchodzace w sktad rozprawy zostaty przygotowane przez
wielu autoréw. Dwie prace to dorobek 6 autoréw, jedna 7 i jedna 9. Wktad mgr Doroty
Boruszewskiej w przygotowanie publikacji naukowych bedacych przedmiotem rozprawy
doktorskiej byt znaczacy i zostat przedstawiony w zatgczonych oswiadczeniach
z procentowym udziatem wszystkich wspétautordw. Wspotudziat Doktorantki zostat
oceniony na 50-65% i polegat na opracowaniu koncepcji pracy, wykonaniu badan
laboratoryjnych, udziale w analizie i interpretacji wynikéw, napisaniu manuskryptu. Istotny
wktad mgr Doroty Boruszewskiej na wszystkich etapach przygotowania publikacji naukowych
Swiadczy o znakomitym przygotowaniu do samodzielnego prowadzenia badarn, a z drugiej
strony o zdolnosci pracy w zespole.

Praca doktorska zostata opatrzona w streszczenie w jgezyku polskim i angielskim.

Gtownym celem badan, byto okreslenie, czy COCs (kompleks oocyt-komérki wzgdrka
jajonosnego) i zarodki krowy moga by¢ miejscem i celem dziatania LPA oraz zagadnienie
wptywu LPA na proces dojrzewania oocytdw i rozwoj zarodkéw bydlecych. Do badan



wybrano system doswiadczalny poza organizmem, czyli w warunkach in vitro. Fakt, ze
artykuty stanowigce przedmiot rozprawy przeszty pomyslnie wnikliwe recenzje
poprzedzajace publikacje w wysoko ocenianych czasopismach s$wiadczy o wysokiej jakosci
przedfozonej rozprawy, przez co rozumiem weryfikacje prac naukowych w aspekcie
zastosowanej metodyki badan oraz przeprowadzonej analizy statystycznej uzyskanych
wynikow.

Odpowiadajac na tak ogdlnie i szeroko zaplanowany gtéwny cel Doktorantka
sformutowata jedenascie celéw szczegotowych, ktére konsekwentnie realizowano
w poszczegolnych, trzech przedstawionych do oceny publikacjach naukowych.

Doswiadczenia z uzyciem zwierzat laboratoryjnych zostaty przeprowadzone po
uzyskaniu zgody Lokalnej Komisji Etycznej ds. Doéwiadczer na Zwierzetach w Olsztynie
(nr 79/2008/N i 34/2012/N).

W przebiegu analizy wynikéw badan autorka stwierdza, ze ekspresja czynnikéw
zaangazowanych w szlak syntezy i dziatania LPA w bydlgecych COCs i zarodkach sugeruje
mozliwos¢ udziatu badanego kwasu w czasie dojrzewania oocytéw i wczesnych okresach
dojrzewania zarodka u kréw. Mgr Boruszewska zwraca réwnies uwage na wptyw LPA na
zwigkszenie odsetka oocytéw z prawidtowym wrzecionem kariokinetycznym. LPA wptywa
korzystnie na zwigkszenie oocytéw osiggajacych stadium MIl. Co wiecej, LPA wptywa
korzystnie na ekspresje markeréw jakosci komoérek wzgérka jajonosnego. W tym miejscu
nalezy podkresli¢ utylitarny aspekt pracy doktorskiej, w ktérej stwierdzono, ze dodatek do
medium LPA zmniejsza odsetek jader apoptotycznych w bydlecych COCs wptywajac na
zwigkszenie ekspresji BCL2 na poziomie MRNA, co w nastepstwie moze by¢ przyczyng
zmniejszenia czgstosci wystepowania apoptozy w COCs. Natychmiast powstaje pytanie, czy
tylko u krow?

Zastanawiajacy jest jednak fakt, ze u kréw dodatek LPA nie wptywat na ekspansje
komérek w ocenie wizualnej rozproszenia komodrek wzgérka jajonosnego. Autorka
zaobserwowata natomiast zwiekszenie, pod wptywem LPA, ekspresji AREG i EREG. W tym
miejscu Doktorantka krytycznie odnosi sie do wtasnych wynikéw zwracajac uwage na
ograniczenia wizualnej oceny rozproszenia komérek. Powstaje pytanie, czy zastosowana
metoda wizualizacji ekspansji byta wtasciwa i czy nie nalezato zastosowac na przyktad, jak
sugeruje doktorantka, badania na poziomie ekspresji biatek AREG i EREG przy stymulacji LPA.
W pewnym stopniu ttumaczy to zaobserwowane Zjawisko posredniego wzmocnienia przez
LPA ekspresji AREG i EREG i nasilenia glikolizy w komérkach COCs, bez jednoczesnych zmian
w morfologii komérek.

Aspekt utylitarny zdaje sie ponownie pojawiac w obserwacjach dotyczacych
zwigkszenia odsetka zarodkow i liczby uzyskanych blastocyst w badaniach innych badaczy
prowadzonych na myszach i $winiach. Niestety, podobne zjawisko nie zostato
zaobserwowane przez Doktorantke u kréw, chociaz, jak podkreéla, wyniki sugerujg udziat
LPA w procesie roznicowania komdrek na wczesnych etapach rozwoju zarodkowego.



Nie jest jasne, co autorka miata na mysli stwierdzajac (str. 36), ze poziom ekspresji
BCL2 i BAX moze stuzy¢ jako marker przezywalnosci i jakosci zarodkdw. Interesujace bytoby
wskazanie mozliwosci wykonania takich oznaczert w praktyce. Nalezy sie jednak zgodzi¢ sie
ze stwierdzeniem doktorantki, ze LPA bierze udziat w regulacji apoptozy
w przedimplantacyjnym rozwoju zarodka, zainicjowanego juz podczas dojrzewania oocytu.
Jest to zdaniem recenzenta jedna z wazniejszych konkluzji wynikajacych z przedstawionej do
oceny rozprawy doktorskiej oraz dorobku naukowego mgr Doroty Boruszewskiej.

Zaprezentowane przez Doktorantke wnioski przedstawione w cyklu prac, jakkolwiek w
liczbie jedynie trzech odpowiadajg na postawione 11 celéw szczegétowych. Kazdy
z wnioskow jest odpowiedzig na kilka celéw szczegotowych.

Doktorantka krytycznie ocenia wyniki wtasne, jednak jednoczes$nie bardzo ich broni
odnoszac sig do rezultatéw innych badaczy. Moze to jedynie $wiadczyé o duzym przekonaniu
o prawidtowosci przeprowadzonych eksperymentdw.

Z obowiazku recenzenta nalezy zwrdci¢ uwage, ze schemat 1 i schemat 2, znakomicie
ilustrujgce uzyskane wnioski pochodzga z pracy autorki (IV — D. Boruszewska et al. / Domestic
Animal Endocrinology 54 (2016) 15-29), co nie zostato wtasciwie zaakcentowane w tekécie.
Z cafq stanowczoscig nalezy podkresli¢, ze nie stwierdzono zadnych powazniejszych btedéw
merytorycznych, a pewne watpliwosci czy ewentualne drobne usterki dotyczyty gtéwnie
sktonnosci do zbyt szerokiej generalizacji w temacie oraz niektérych elementéw metodyki,
a doktadniej szczegdtow eksperymentéw.

Podsumowujac, przedtozong prace doktorska oceniam bardzo wysoko.

Oceniana praca spetnia wszystkie wymogi formalne, zawarte w art. 13 Ustawy z dnia
14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule
w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595, wraz z pdzniejszymi zmianami), stawiane
rozprawom doktorskim. W zwigzku z tym wnosze do Wysokiej Rady Wydziatu Lekarskiego
z Oddziatem Stomatologii i Oddziatem Nauczania w Jezyku Angielskim Uniwersytetu
Medycznego w Biatymstoku wniosek o dopuszczenie Pani mgr Doroty Boruszewskiej do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Ze wzgledu na kompleksowos¢ przeprowadzonych badan oraz publikacje otrzymanych
wynikéw w miedzynarodowych czasopismach o wysokim wspétczynniku oddziatywania,
w liczbie przekraczajacej ta bedacq przedmiotem rozprawy — wnioskuje o wyrdznienie pracy.
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