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Rozprawy doktorskiej mgr DOMINIKI WOLAK
Dt Metaloproteinazy w jajniku ptakow
Ocena zostata wykonana na wniosek Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne

Uniwersytetu Pedagogicznego im. Komisji Edukacji Narodowej w Krakowie

Przedstawiona do recenzji praca doktorska zostata wykonana w Katedrze Fizjologii i
Endokrynologii Zwierzat Wydzialu Hodowli i Biologii Zwierzat Uniwersytetu Rolniczego im.
Hugona Kollataja w Krakowie. Promotorem pracy jest prof. dr hab. Anna Hrabia.
Badania zostaty sfinansowane ze srodkow NCN (projekt NCN, UMO-2015/19/B/NZ9/01356).
Jako podstawe do ubiegania si¢ o dopuszczenie do dalszych etapéw postgpowania o
nadanie stopnia naukowego doktora Pani magister Dominika Wolak przedtozyta rozprawe
doktorskg, na ktéra skladaja si¢ trzy oryginalne publikacje w jezyku angielskim oraz
streszczenie w jezyku angielskim, streszczenie (autoreferat w jezyku polskim), a takze
o$wiadczenia wspotautorow publikacji o indywidualnym wkiadzie pracy. We wszystkich
trzech pracach Doktorantka jest pierwszym autorem. Jej indywidualny udziat w powstaniu

poszczegdinych publikacji jest szacowany na 60-70%.

Charakterystyka bibliometryczna publikacji:

I Wolak D., Hrabia A. 2021. Alternations in the expression of selected matrix
metalloproteinases (MMP-2, -9, -10, and -13) and their tissue inhibitors (TIMP-2
and -3) and MMP-2 and -9 activity in the chicken ovary during pause in laying
induced by fasting. Theriogenology, 161:176-186 (IF=2,094; 140 pkt. MEIN),

1L Wolak D., Hrabia A. 2020. Tamoxifen-induced alterations in the expression of
selected matrix metalloproteinases (MMP-2, -9, -10, and -13) and their tissue



inhibitors (TIMP-2 and -3) in the chicken ovary. Theriogenology, 148; 208-215
(IF=2,094; 140 pkt. MEiN),
I, Wolak D., Sechman A., Hrabia A. 2021. Effect of eCG treatment on gene expression
of selected matrix metalloproteinases (MMP-2, MMP-7, MMP-9, MMP-10, and
MMP-13) and their tissue inhibitors (TIMP-2 and TIMP-3) in the chicken ovary.
Animal Reproduction Science, 224:106666 (IF=1,66; 140 pkt. MEiN).
Opublikowanie wynikéw badan w czasopismach takich jak Theriogenology i Animal
Reproduction Science nie jest zadaniem tatwym. Wymaga od autoréw specjalistycznej wiedzy,
opanowania metodyki doswiadczalnej, a przede wszystkim wymaga umiejetnodei dyskusji
naukowej oraz podjecia dialogu z, czesto wieloma, recenzentami. Uzyskane w tych
publikacjach: sumaryczay IF (ponad 5,8) i liczba punktoéw MEIN (420) dodatkowo $wiadczg o

dojrzatosci naukowej osoby starajacej sie o stopien doktora.

Zakres badan. Hipoteza badawceza. Wyniki.

Prace wchodzace w sklad rozprawy doktorskiej stanowig spdjny tematyczne cigg badan
dotyczacych udziatu grupy enzymow — metaloproteinaz macierzy zewnatrzkomorkowej i ich
naturalnych, specyficznych tkankowych inhibitoréw w regresji jajnika kury (Gallus gallus
domesticus) podczas przerwy w niesnosci. Przerwe¢ wywotywano doswiadczalnie: poprzez
restrykcje  zywieniowe (glodzenie), iniekcje modulatora receptoréw estrogenowych
(tamoksifenu) lub gonadotropiny kosmowkowej koni (eCG).

Jajnik jest narzadem, ktdry podlega dynamicznym zmianom strukturalnym i
czynnosciowym zwigzanym z procesami wzrostu, rozwoju i dojrzewania plciowego samicy. W
jajniku zachodzg réwniez cykliczne zmiany architektury: podczas wzrostu, atrezji, selekcji i
owulacji pgcherzykow, a takze podczas rozwoju i degeneracji ciatka zétego (ssaki). U
niektérych gatunkéw (np. rozmnazajacych si¢ sezonowo) okresowo dochodzi do regresji
jajnikdéw. Regresja tego narzadu i ograniczenie niesnoéci w niesprzyjajacych warunkach
Srodowiskowych (temperatura, dtugo$¢ dnia itp.) lub przy braku pokarmu jest naturalnym
mechanizmem, chronigcym samice, jej potomstwo 1 w konsekwencji caly gatunek. Regresje
jajnikéw u kur wywoluja takze niektdérzy hodowcey, stosujac np. restrykeje zywieniowe w celu
przerwania nie$noéci, doprowadzenia do przepierzenia, a nastepnie ,,odmiodzenia” stada i
nowego cyklu rozrodezego (produkcyjnego).

Opisanym zjawiskom przebudowy jajnika towarzyszy kompleksowa reorganizacja
macierzy zewnatrzkomdrkowej, zwiazana z procesami proteolizy. W przebudowie tkanek, w

tym tkanek ukiadu rozrodczego ptakdw, uczestniczy duza grupa enzyméw proteolitycznych,
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m.in. metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomérkowej (MMPs). Wspding cechg tych biatek
jest dzialanie zalezne od kofaktoréw — jonéw metali (cynku i wapnia). Enzymy te wraz ze
swoimi specyficznymi tkankowymi inhibitorami (TIMPs) tworzg tak zwany system MMPs.

Dane dotyczace roli systemu MMPs w regresji jajnika ptakéw, a takze hormonalnej
regulacji tego procesu sg bardzo fragmentaryczne, dlatego podjgte przez Doktorantke badania
maja charakter nowatorski, a wyniki w duzej czesei sg pionierskie.

Hipoteza badawcza rozprawy doktorskiej zakladata, ze wybrane komponenty systemu
MMPs sg zaangazowane w regresj¢ jajnika ptakdw, oraz ze gonadotropiny (FSH) i hormony
steroidowe (estrogeny) wplywaja na ekspresje/aktywnos¢ skladowych tego systemu.

W celu weryfikacji hipotezy w pecherzykach jajnikowych kury zbadano:

1. zmiany ekspresji genéw kodujacych wybrane metaloproteinazy (MMP-2, MMP-9,
MMP-10 i MMP-13) i ich inhibitory (TIMP-2 i TIMP-3) oraz zmiany w ilosci,
aktywnosci enzymatycznej i lokalizacji biatek MMP-2 i MMP-9 podczas przerwy w
niesnosci wywolanej glodzeniem (publikacja I),

2. udzial estrogendw w regulacji ekspresji gendw kodujacych wybrane metaloproteinazy
i ich inhibitory (MMP-2, MMP-9, MMP-10 i MMP-13 oraz TIMP-2 i TIMP-3), a takze
ich udziat w regulacji ekspresji i aktywnosci biatek MMP-2 i MMP-9; przerwe w
niesnosci wywotywano tamoksifenem — modulatorem receptoréw estrogenowych
(publikacja II),

3. wplyw gonadotropin na ekspresj¢ genéw kodujacych wybrane metaloproteinazy oraz
ich inhibitory (MMP-2, MMP-7, MMP-9, MMP-10 i MMP-13 oraz TIMP-2 i TIMP-3)
oraz ich wplyw na ekspresjg¢ i aktywno$¢ biatek MMP-2 i§ MMP-9; przerwe w niesnosci
wywolywano gonadotropina kosmowkowa koni (publikacja I1I).

Doktorantka wykazata, ze jajnik kury jest miejscem syntezy i dziatania wybranych
clementéw systemu MMPs. Badane metaloproteinazy najprawdopodobniej nie sg
zaangazowane w regulacj¢ zaawansowanych etapow atrezji z6ktych pecherzykdéw jajnikowych.,
Uzyskane wyniki wskazuja réwniez na udzial estrogenéw i gonadotropin w transkrypcji genéw,

ckspresji bialek i aktywnosci enzymatycznej badanych elementéw systemu MMPs.

Publikacje. Uwagi

Publikacje powyzsze zostaly ocenione juz przez co najmnigj szesciu recenzentow —
specjalistéw w danej dziedzinie i trzy zespoly redakcyjne (a redaktorzy bywaig nawet bardziej
wymagajacy od recenzentdéw). Zastosowane metody badawcze sg nowoczesne, wyniki sg

dobrze udokumentowane i umiejetnie przedyskutowane, starannos$¢ i skrupulatnosé w opisie
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statystycznym wynikdw budzi podziw (dziewigé rdznych liter do opisu istotnosci réznic na

wykresach w publikacji II). Prosze jednak o wyjasnienie/rozwazenie kilku nasuwajacych sie

kwestii;

1.

Analiza real-time PCR. Tak jak nieskonczone s spory filozoféw, tak nieskonczone sg
spory biologdw molekularnych o wybdr wihasciwego genu referencyjnego. Co
zdecydowalo o wyborze 18S rRNA? Czy glodzenie (zabieg drastyczny) nie wplywa na
ekspresj¢ tego genu?

Analiza statystyczna. Jakim testem statystycznym sprawdzano czy uzyskane zmienne
wykazuja/lub nie rozktad normalny? W publikacjach nie podano informacji na ten
temat, a z wiasnego doswiadczenia wiem, Ze to ¢zy dane wykazujg rozklad normalny
zalezy czasami od... rodzaju testu.

Czy nie rozwazano mozliwosci ujednoliconej analizy statystycznej dla wszystkich
danych, niezaleznie od ich rozktadu, tj. albo uzywania tylko testow nieparametrycznych
(np. zawsze test U, zamiast testu t Studenta) lub po spetnieniu pewnych warunkéw,
analizy wszystkich danych bardziej czulymi testami parametrycznymi (klasyczna
ANOVA lub test t Studenta)?

Co zadecydowalo ostatecznie o wyborze tamoksifenu jako antagonisty/blokera
receptorow estrogenowych? Czy doktorantka rozwazata wyb6r innych, moze bardziej

specyficznych preparatéw (np. ICI 182 780)?

. Podobne pytanie dotyczy eCG. W dodwiadczeniach in vitro podaje sie¢ FSH lub LH. Co

zadecydowalo o wyborze tej gonadotropiny do badaf in vivo?

Autoreferat. Oméwienie. Uwagi

Wedlug ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Ustawa z dnia 20. lipca 2018:, Dz.
U.,W-wa, 30. 08. 2018 r., poz. 1668, Rozdzial 2, art.187, pkt. 3 i 4) ,,do rozprawy dolgcza si¢

streszczenie”. Ustawodawca nie okresla przy tym jak ma ono wygladaé. Streszczenie takie

przybiera czgsto obj¢tos$¢ i forme manuskryptu (autoreferatu) tradycyjnego doktoratu, ma

typowy podziat na rozdzialy i jest zaopatrzone swoim streszczeniem. Tak tez jest w tym

przypadku. Konia z rzgdem jednak temu, kto sprébuje zawrze¢ opracowanie trzech tak

obszernych publikacji w objgtosci mniejszej niz np. 10 stron. Oceniajge streszczenie, zdaje

sobie réwniez sprawe z faktu, ze autoreferat taki (manuskrypt) nie zostanie w przysztosci

opublikowany. Dlatego autor nie ma juz mozliwosci poprawy swojego tekstu np. przed

wyslaniem do redakeji, moze si¢ jedynie odnie$¢ do uwag w czasie obrony.



Streszczenie pracy doktorskiej Pani Dominiki Wolak obejmuje 55 stron, podzielonych na
rozdzialy (Streszczenie, Summary, Spis publikacji, Wstep, Hipotezy badawcze, Cel pracy,
Materialy i metody, Wyniki, Dyskusja, Wnioski, Spis literatury). Autoreferat napisany jest
poprawng polszczyzng, generalnie w sposob zrozumialy i przystepny. Szczegdlnie rozdziat
Streszczenie jest bardzo dobra synteza uzyskanych wynikoéw i zakonczony jest odpowiednim,
zwigzlym podsumowaniem.

Wstegp bardzo dobrze wprowadza czytelnika w badany temat, pomocny jest zawarty tam
szczegllowy opis jajnika ptakéw i charakterystyka metaloproteinaz. Hipoteza i cele pracy
sformulowane sg w sposéb jasny.

Materiaty i metody sg réwniez skrupulatnie opisane, z wyjatkiem moze zasady dzialania
zestawu Biotrak. Opisujgc metody w jezyku polskim, czasami trudno pozby¢ sie anglicyzméw,
Ale jest to wykonalne. O ile definicja ,,sonikowanie, sonikowaé” przyjeta si¢ w jezyku polskim
to jednak zamiast ,,worteksowa¢” (nie istnieje jeszeze w stownikach) lepiej po prostu napisaé:
wenergicznie wytrzasac™ a strippowanie (pisane przez dwa ,,p”) zgrabniej jest zastapié stowem
Lusunigcie, wyplukanie™.

W czgéci ,,Analiza statystyczna wynikéw”™ sg wedlug mnie pewne niescistosci. Wynikow
nie poddawano analizie wariancji dwuczynnikowej (przynajmniej nie zaznaczano tego w
publikacjach, chociaz ukiad niektérych wykreséw taka analize sugeruje). Podobnie, w
publikacjach nie uzywano testu post-hoc Duncana tylko Dunna (publikacja I) lub S-N-K
(publikacja I, II i 1H). Dodatkowo, w opisie analizy precyzyjniejsze byloby stwierdzenie, ze
statystycznie istotny wskaznik réznic przyjeto dla p — nie: ,na poziomie 0,05” tylko ,na
poziomie ponizej 0,05 (p<0,05)”.

Wyniki. Ten rozdzial jest najobszerniejszg czg¢$ciag manuskryptu, mimo ze nie
prezentowano w nim rycin, tylko odwolywano si¢ do oryginalnego tckstu publikacji
(postgpowanic bardzo dobre), W dziale tym, punkt po punkcie Doktorantka bardzo
szczegblowo po raz kolejny omédwila swoje wyniki. Nieliczne bledy redakcyjne (kropki w
liczbach zamiast przecinkéw, uzywanie najpierw skrétéw Ryc. a potem Fig.) oraz czasami
niezbyt precyzyjne skroty myslowe ,,wzgledna transkrypcja™ (s. 33) zamiast ,,wzgledny poziom
transkryptu”, ,.,nieznacznie wzrastal” przy omawianiu wzrostu statystycznie istotnego (s. 37
akapit drugi) oraz pomytki np. ,,najnizsza” zamiast ,,najwyzsza” (s. 37 ostatni akapit) sktadam
na karb obszernosci tekstu i stopnia skomplikowania. Pewne uwagi mam tylko do sposobu
omawiania niektorych rycin (problem ten nie wystepuje w oryginalnych publikacjach).
Omawiajgc rycing, ztozona z pigciu wykreséw (prezentowanych nie zawsze po kolei) lepiej po

kazdym oméwionym wyniku podawaé, ktérego wykresu on dotyczy, zamiast konczy¢ akapit
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informacja: publikacja I, Ryc. 4. B-E (s. 31). Podobnie, jeéli w danym akapicie omawiane 53
na zmiang dane prezentowane na wykresie z danymi nieprezentowanymi to dobrze byloby to
precyzyjnie zaznaczy¢ (rozdziat 6.2.3). Rozdziat 6.1.5. omawia bardzo interesujaca rycing 6.
(publikacja I), skladajaca si¢ z czterech fotografii, w ogdle nie odnoszac si¢ do niej.

Dyskusja. Rozdziat napisany w uktadzie klasycznym, tzn. najpierw prezentowane sa
uzyskane wyniki, potem dyskusja tych wynikéw z wynikami innych autoréw i Krétkie
podsumowania kazdego akapitu (bardzo przydatne i rzeczowe). Mimo, ze Dyskusja obejmuje
trzy odrgbne publikacje, Doktorantka polaczyta je w spdjng catosé. Publikacje wehodzace w
sktad doktoratu s3 wyjatkowo bogate w wyniki. Nawet podanie ich w formie skréconej
spowodowato, Ze to one generalnie dominujg w Dyskusji. Byé moze zamiast Dyskusji (wyniki
sg przeciez juz przedyskutowane w publikacjach) lepiej byloby wprowadzié¢ Podsumowanie,
nawet w punktach (ustawa nie okre$la formy i objetosci streszezenia). To tylko rozwazania
teoretyczne recenzenta. Zastrzezenie mam wiasciwie do brzmienia jednego zdania (s. 43, akapit
2): .,Poniewaz w doswiadczeniu | obserwowano zmniejszenie stezenia estrogendéw w osoczu
krwi kur glodzonych, w doéwiadezeniu 2 ...”. W do$wiadczeniu I. nic badano stezenia
estrogenow, jedyna wzmianka o tym zjawisku jest dopiero w dyskusji publikacji 1 i sg to dwie
zacytowane prace innych autoréw [26; 29] oraz powolanie si¢ na wlasne ale niepublikowane
dane.

Manuskrypt zakoficzony jest bardzo dobrze sformutowanymi wnioskami, odpowiednimi do
uzyskanych wynik6w. Wnioski precyzyjnie odnoszg sie do hipotez badawczych postawionych

przez Panig magister Dominik¢ Wolak na poczatku badan.

Podsumowanie

Doktorantka wykazata si¢ bardzo dobrym opanowaniem skomplikowanego i nowoczesnego
warsztatu badawczego. Problemy badawcze i wyniki przedyskutowata ze zrozumieniem, co
swiadezy o dobrym przygotowaniu merytorycznym i znajomosci pi$miennictwa z zakresu
prowadzonych badani. Wyniki sg pionierskie i unikatowe oraz stanowia bardzo wazny punkt
wyjsciowy dla dalszych badan. Na podstawie analizy cafosci ocenianej rozprawy doktorskiej
mozna przypuszczac, Ze Doktorantka opanowata wszelkie umiejetnosci potrzebne w dalszej
pracy naukowej. Generalnie, wszystkie uwagi lub pytania przedstawione w recenzji maja
charakter wlasnych rozwazan recenzenta, lub dotycza drobnych bledéw redakcyjnych i

niedcistosci. Nie umniejszajg w Zadnym stopniu naukowej wartosei rozprawy.



Whioski koncowe

W oparciu o Ustawe z dnia 14. marca 2003 r. O stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595, z pOzniejszymi zmianami)
zwracam si¢ do Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu Pedagogicznego im.
Komisji Edukacji Narodowej w Krakowie o dopuszczenie Pani mgr Dominiki Wolak do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Rownoczesnie, majac na uwadze wysoki poziom naukowy zaprezentowanych badasn i ich
oryginalny charakter (co réwniez uznali recenzenci oraz redakcje, kwalifikujace te prace do
druku w czasopismach o $wiatowym zasiggu), prosze Wysoka Radz¢ Dyscypliny o rozwazenie
whniosku o wyrdznienie pracy.

Z powazaniem,

dr hab. inz. Barbara Kaminska, prof. UWM

BovkaUKa Ml

Olsztyn, 2. wrzesnia 2021



