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Promotor pomocniczy dr n. wet. Ewa Kautz

Podstawa formalna opracowania recenzji

Recenzje przedtozonej rozprawy doktorskiej wykonano w odpowiedzi na pismo
Dyrektora Instytutu Medycyny Weterynaryjnej SGGW prof. dr hab. Marcina Banbury na
podstawie Uchwaty Rady Dyscypliny Weterynaria SGGW z dnia 18 stycznia 2022 r.

Ocena formalna przedlozonej rozprawy doktorskiej

Przedlozona do recenzji rozprawa doktorska zostala wykonana w Katedrze Chorob .
Duzych Zwierzat i Klinice Instytutu Medycyny Weterynaryjnej SGGW pod kierunkiem
Promotora dr hab. Stawomira Gizinskiego i Promotor pomocniczej dr n. wet. Ewa Kautz.

Przedstawiona rozprawa doktorska jest monografig i liczy 150 stron. Praca sklada si¢ ze
streszczenia w jezyku polskim i angielskim, wstepu i przegladu literatury naukowej, hipotezy
badawczej, celu badan, materiatow i metod, opisu wynikéw, omoéwienia i dyskusji, wnioskow,
spisu fotografii, rycin i tabel oraz 283 pozycji piSmiennictwa. Monografi¢ uzupetniono o wykaz
skrotow. Opracowanie zawiera 5 fotografii, 19 rycin oraz jedng tabele. Badania stanowigce
podstawe pracy doktorskiej finansowano czgsciowo ze Srodkéw pochodzacych z grantu
Konsorcjum Naukowego KNOW przyznanego na drodze konkursu ESR (Early Stage Research)
pod tytulem ,,Wplyw osocza bogatoptytkowego na angiogenezg¢ i przyjecie przeszczepu
autologicznego tkanki jajnika po kriokonserwacji u szczura” pod kierunkiem dr n. wet. Ewy
Kautz.

Rozprawa opracowana zostala wedle obowigzujacych standardéw przygotowania
monografii naukowej. Takq forme rozprawy dopuszcza art.187 ust. 3 ustawy o Szkolnictwie
Wyzszym 1 Nauce z dnia 20 lipca 2018 r. oraz wytyczne Rady Doskonatosci Naukowej
(Komunikat 19/2020 z dnia 9 listopada 2020 r.).

Tematyka rozprawy



Metoda autologicznego przeszczepu tkanki jajnikowej poddanej uprzednie]
kriokonserwacji stosowana jest w medycynie umozliwiajac zachowanie ptodnosci w przypadku |
koniecznosci prowadzenia terapii przeciwnowotworowej pacjentek. Daje tez szansg na
przywrécenie fizjologicznej réwnowagi hormonalnej i zapobieganie przedwczesnej
menopauzie. Przeszczep w miejsce pierwotnej lokalizacji jajnika (ortotopicznie) umozliwia
naturalne zaj$cie w cigze, natomiast transplantacja w inne miejsce (heterotopicznie-przedramig
lub okolica brzucha) niesie za sobg konieczno$¢ przeprowadzenia zaptodnienia
pozaustrojowego. W weterynarii istnieja proby wykorzystania omawianej metody w
programach zachowania ptodnosci osobnikow o najwyzszej wartosci hodowlanej a przeszczep
miedzygatunkowy poddawany jest eksperymentom w ramach aplikacji programoéw ratowania
gatunkow zwierzat zagrozonych wyginigciem. Metoda jest stosunkowo nowa, perspektywiczna,
a z jej wykorzystaniem w praktyce wigzane sg duze nadzieje w odniesieniu do medycyny i
weterynarii. Niestety efektywno$¢ systemow zamrazania tkanki jajnikowej oraz jej przeszczepu
po rozmrozeniu nie sg zadowalajaco wysokie. Samo zamrazanie gonad jest trudne, bowiem duze
objetosci tkanki utrudniaja skuteczna penetracje krioprotektorow. Ponadto chirurgiczna
transplantacja nie zawsze jest w peilni udana ze wzglgdu na kriouszkodzenia tkanki i
zréznicowanie stopnia jej neowaskularyzacji in vivo. Zanim ona nastapi, dochodzi do
niedokrwienia i niedotlenienia gonady oraz stresu oksydacyjnego a to w dtugiej perspektywie -
czasowej powodowa¢ moze zwyrodnieniowe, zanik i zwldknienie. Ponadto poczatkowe
niedokrwienie stanowi¢ moze swoisty czynnik stymulujacy, powodujac zjawisko ,,wypalania”
puli oocytow (burnout), wskutek rozpoczgcia kaskadowego dojrzewania wielu z nich tuz po
transplantacji. W efekcie zjawisko to powoduje gwattowne kurczenie si¢ rezerwy pecherzykow.
W chwili obecnej prowadzone sa poszukiwania metod zwigkszania efektywnosci procedury
autotransplantacji w konteks$cie podtrzymywania/przywracania plodnosci. Roéwnoczesnie
istniejg doniesienia naukowe i opinie klinicystow $wiadczace o pozytywnym wplywie
nastrzykania okolicy gonad za pomoca osocza bogatoptytkowego (PRP), zwigkszajacym
powodzenie technik wspomaganego rozrodu w medycynie.

W pracy doktorskiej zaproponowano, aby na modelu szczura podda¢ badaniom
efektywnos$¢ autotransplantacji mrozonej-rozmrozonej tkanki jajnika do wigzadta szerokiego
macicy i sprawdzi¢ czy inkubacja in vitro i nastrzykanie miejsca transplantacji tkanki jajnikowej
za pomocg PRP zwicksza sukces zabiegu.

Pomyst zastosowania osocza bogatoplytkowego jako proby przy$pieszania
neowaskularyzacji tkanki gonad jest kreatywny i ciekawy. Z doniesien. niektérych autoréw i
do$wiadczen lekarzy praktykéw zajmujacych sie ptodnoscig cztowieka wynika, ze PRP moze
stymulowa¢ funkcje jajnikow i zwiekszaé efektywnos¢ pozyskiwania oocytéw. Pomyst
zastosowania tej wlasciwosci w stymulacji waskularyzacji transplantowanej tkanki gonad jest
tworczy 1 perspektywiczny. W tym aspekcie warto$¢ pracy dostrzegam gléwnie w obszarze
aplikacyjnym. Nalezy mie¢ jednak roéwniez na wzgledzie widoczne tlo poznawcze
przeprowadzonych badan, bowiem obejmuja one opis profilu waskularyzacji, organizacji
tkankowej oraz czynno$ci endokrynnej przeszczepianych gonad na poziomie molekularnym.

Na podkreslenie zastuguje fakt, ze pomyst jest nowy oraz oryginalny i nie ma doniesien
na temat stosowania PRP w odniesieniu do autotransplantacji jajnikéw na zastosowanym modelu
zwierzecym. Tematyka pracy jest zatem aktualna i ciekawa zarowno w kontekscie poznawczym
jak 1 aplikacyjnym.

Ocena merytoryczna

Praca poprzedzona jest streszczeniem w jezyku polskim i angielskim. Streszczenia sg
napisane poprawnym jezykiem naukowym i sg dobrze przemyslanym skrotowym opisem
najwazniejszych zagadnien bgdacych przedmiotem rozprawy.



Wstep i przeglad literatury naukowej podzielony jest na podrozdzialy. Autorka w tej
czesci dysertacji zbudowata ciekawy i niezwykle szczegolowy opis stanu wiedzy w obszarze
badan bedagcym przedmiotem opracowania. W pierwszej kolejnosci opisuje wage zagadnien
zwigzanych z tzw. oncofertility - obszarem zastosowania technik wspomagania rozrodu u -
pacjentek onkologicznych w celu podtrzymania ich ptodnosci. Dalej opisuje znaczenie chorob
nowotworowych w medycynie czlowieka oraz wyjasnia metody zachowania plodnosci, gdy
stosowana jest terapia gonadotoksyczna, poprzez zastosowanie transplantacji gonad, mrozenia
oocytow 1 zarodkdw, wykorzystanie analogéw gonadoliberyny oraz kriokonserwacje i
przeszczep jajnika. Opisuje celowo$é wykorzystania w doswiadczeniu PRP, jego skiad,
whasciwosci 1 rodzaje zastosowan w medycynie. Te¢ cze$é Doktorantka uzupelnia o obszerng
tabele przedstawiajacg wybrane sktadniki PRP o udowodnionym wplywie na jajnik. Wstep
opatrzony jest estetycznymi i przejrzystymi dla czytelnika schematami.

Powyzsze opracowanie zawierajagce przeglad piSmiennictwa jest niezmiernie
skrupulatne, wnikliwe i szczegétowe. Autorka bardzo trafnie podzielila tekst na tematyczne
podrozdziaty i krok po kroku wprowadza czytelnika w poruszane zagadnienia. Robi to
interesujaco i w sposob przemyslany. Wiedza Autorki w zakresie opisywanych zagadnien jest
gleboka. Widoczna w opracowaniu jest umiejetno$¢ postugiwania si¢ jezykiem naukowym.
Jedyna moja uwaga dotyczy dos¢ pobieznego potraktowania istotnych dla tego rodzaju badan
zagadnien dotyczacych kriobiologii oraz uwarunkowan stopnia przezywalnosci materiatu |
biologicznego poddanego kriokonserwacji. Niezmiernie cieckawym dopetnieniem wstepu byloby
tez podanie danych na temat wynikdéw kriokonserwacji fragmentoéw jajnika w zestawieniu z
wynikami kriokonserwacji catej tkanki. Poswigcono temu tylko jeden akapit. W mojej opinii
korzystne dla pracy byloby zaakcentowanie juz we wstgpnie opinii na temat korzysci i strat
plynacych z kriokonserwacji i przeszczepiania fragmentow tkanki jajnika wobec
kriokonserwacji 1 przeszczepu calej gonady. W tym kontekscie wybdr kriokonserwacji catej
gonady bytby uzasadniony juz na poczatku pracy. Jak wiadomo lepsza penetracja
krioprotektoréw i wyzsza przezywalnos¢ fragmentéw tkanki w ocenie in vitro po rozmrozeniu
niekoniecznie oznacza lepszg efektywno$¢ w odniesieniu do rezerwy oocytow po dokonaniu
przeszczepu.

Niezaleznie od powyzszych uwag, uwazam wstgp pracy za opracowanie interesujgce i
fachowe. Tekst ten stanowi¢ moze podstawe do przygotowania kilku prac przegladowych w
czasopismach o wysokiej reputacji naukowe;j.

Autorka stawia tezg badawczg stanowigca, ze osocze bogatoplytkowe jest czynnikiem
majacym znaczacy wplyw na poprawe efektywnosci przeszczepu i funkcjonalnosci
witryfikowanych tkanek jajnika po przeszczepie na modelu szczurzym.

Doktorantka formutuje jasne cele pracy. Nadrzgdnym celem byta analiza wptywu osocza
bogatoptytkowego na efektywno$¢ procedury autologicznego przeszczepu jajnika

Szczegdlowe zadania badawcze obejmowaly:

1. Opracowanie i wykonanie wzbogaconej osoczem bogatoptytkowym procedury
autologicznego przeszczepu tkanek jajnika u szczuréw jako modelu translacyjnego dla
czlowieka.

2. Ocena przebiegu i nasilenia angiogenezy i apoptozy oraz rekrutacji i hamowania wzrostu
pecherzykow w kriokonserwowanych tkankach jajnika po autologicznej transplantacji.

3. Ocena wptywu osocza bogatoptytkowego na efektywno$¢ procedury przeszczepu tkanek
jajnika, poprzez wzbogacenie procedury na etapach inkubacji oraz iniekcji w miejscu
wszczepu.



4. Ocena krotko-, srednio- i dtugotrwatego wptywu osocza bogatoptytkowego na strukturg
i funkcje kriokonserwowanych i przeszczepionych tkanek jajnika.

Cele pracy sformutowane sg poprawnie a ich realizacja posiada potencjalne znaczenie w
kontekscie nie tylko poznawczym, ale tez aplikacyjnym.

Badania przeprowadzono za zgoda Komisji Bioteycznej i zgodnie ze standardami
europejskimi i krajowymi. Eksperymentami objgto dojrzatych ptciowo 18 szczuréw w wieku 12
tygodni szczepu WAG/Rij/W. Od zwierzat pozyskano gonady, ktore nastgpnie poddawane byly
witryfikacji wedtug skutecznej metody opracowanej przez innych autoréw. Po rozmrozeniu, po
okresie wynoszgcym ponad 30 dni dokonywano przeszczepu autologicznego jajnikow w
lokalizacji para-ortotopicznej do wiezadta szerokiego macicy. Prawy jajnik przed przeszczepem
kazdorazowo byl poddawany inkubacji w PRP. Dodatkowo miejsce przeszczepu prawego
jajnika bylo nastrzyknigte osoczem bogatoptytkowym. Lewy jajnik stanowit kontrolg. Jajniki
poddane autotransplantacji i oddziatywaniu PRP byly poddawane ocenie po 2, 7 i 30 dniach od
dokonaniu transplantacji. Ponadto wiasciwosci tych jajnikoéw poréwnywane byly =z
wiasciwosciami tkanki gonad poddanych jedynie witryfikacji bez przeszczepu. Pozwolilo to na
dokonanie obiektywnej oceny dynamiki zmian tkanki poddanej przeszczepowi w odniesieniu do
kontroli bazowej. W pracy przeprowadzono bardzo szeroka i zaawansowang ocen¢ tkanki
jajnikowej za pomocg markerow chrakteryzujacych status strukturalny i czynnosciowy
materiatu. Przeprowadzono analize histologiczng liczby pgcherzykoéw pierwotnych, pierwszo- 1 -
drugorzedowych, antralnych oraz opisano stopnien zwldknienia tkanki. Za pomocg metod
immunohistochemicznych (CD-31 marker nowo powstalych naczyn krwionos$nych) ocenie
poddano stopnien waskularyzacji tkanki. Do oceny nasilenia apoptozy zastosowano metode
TUNEL przy uzyciu mikroskopu konfokalnego. Ocenie poddano réwniez ekspresj¢ mRNA
hormonu AMH i jego receptora, receptora progesteronowego i receptoréw estrogenowych alfa i
beta oraz czynnika martwicy nowotworow. Analiz¢ statystyczng wynikow przeprowadzono za
pomoca adekwatnej metodyki m.in. z wykorzystaniem analizy wariancji ANOVA oraz testow
porownan wielokrotnych Tukeya i Sidaka.

W moim odczuciu trudno znalezé w metodyce stabe punkty. Czytajac tekst zwrdcitem
uwagg, iz nieco brakuje podkreslenia w rozdziale faktu, ze Autorka pracuje nie na fragmentach
tkanek, a na catych gonadach. To wazna informacja, co do ktérej musialem si¢ upewnié
czytajgc powtornie inne rozdziaty pracy. Wedlug mnie wykorzystanie w dysertacji oznaczenia
markerow inicjalnych etapéw apoptozy a nade wszystko przeprowadzenie oceny nasilenia
stresu oksydacyjnego w przeszczepianej tkance wzbogacitoby eksperyment, dostarczyloby
cennych informacji i stanowitaby dopelnienie przeprowadzonych badan. Z racji osobistych
zainteresowan nieco brakuje mi w schemacie do§wiadczenia bazowego punktu odniesienia,
jakim bytaby tkanka jajnika nie poddana kriokonserwacji. Nietatwo bowiem znalez¢ w tekscie
informacje na temat tego, w jakim stopniu badane gonady ulegly uszkodzeniom
kriogenicznym, jaka cze$¢ oocytow przed przeszczepem znajduje si¢ w stanie destrukcji i czy
czasem zjawiska obserwowane po przeszczepie tkanki nie wynikajg w duzym stopniu ze
stopnia uszkodzenia tkanki w wyniku mrozenia-rozmrazania. To wazne dane, ktore dalyby
szersze i bardziej wyczerpujace spojrzenie na omawiane zagadnienia. Dodanie tego rodzaju
kontroli wzbogaciloby prace i by¢ moze stanowiloby przyczynek do poszukiwan
optymalizacji warunkow konserwacji tkanki jajnika.

Niezaleznie od powyzszych uwag, ktoére sg wyrazem dgzenia do konstruktywnej
dyskusji uwazam metodyke za rzetelnie opracowang. Wykorzystany materiat i zastosowane
metody badawcze sg trafne. Metodyka badan jest bogata i wymagata niezwykle szerokich
umiejetnosci. Konieczne bylo przygotowanie materiatu do badan, ocena histologiczna i
histochemiczna, analiza ekspresji mRNA, ocena apoptozy a tez prowadzenie zabiegéw na
zwierzetach laboratoryjnych. Tak szeroki wachlarz metodyczny zastuguje na uznanie.



Wykonanie pracy laboratoryjnej wymagato ogromnej wiedzy, umiej¢tnosci i konsekwencji.
Pragne dodaé, iz schemat doswiadczenia zostal zaprojektowany bardzo klarownie. Ten
ambitny projekt zostat rzetelnie zrealizowany, a zaawansowana metodyka jest adekwatna do
charakteru prowadzonych badan.

Omowienie wynikow zostato opracowane przez Autorke przejrzyscie i zobrazowane
jest czytelnymi rycinami. Doktorantka opisuje kolejno wszystkie oceniane parametry i
ilustruje opis wykresami z zaznaczeniem istotnosci statystycznej. Wyniki obserwacji tkanki
jajnikowej dokonane po 2 i 7 dniach po przeszczepie $wiadcza o tym, ze model
autoprzeszczepu powiodt sie w krotko- i Srednioterminowym przedziale czasu obserwacji i ze
osocze bogatoplytkowe wpltywa pozytywnie na opisywane whasciwosci tkanki jajnikowe;.
Zmiany degeneracyjne i fibroza nie pozwolily na miarodajng analiz¢ wynikéw w 30 dniu po
zabiegu transplantacji. Wykazano, ze PRP zwigksza efektywnos¢ procedury o czym Swiadczy
wieksze nasilenie neowaskularyzacji, mniejszy stopnien apoptozy, wigksza pula pgcherzykow
pierwotnych i pierwszorzedowych, co $wiadczy o ograniczeniu zjawiska ,,wypalania”
pecherzykoéw. Analiza na poziomie ekspresji mRNA receptoréw steroidozaleznych oraz
AMH wskazaly réwniez na korzystny wptyw w osocza bogatoptytkowego. Tekst tego
rozdziatu zostal starannie zredagowany, a kolejnos$¢ prezentowanych wynikéw i podzial na
podrozdziaty jest przejrzysty i zrozumiaty.

W rozdziale Omowienie wynikow i dyskusja Doktorantka daje wyraz niezwykle
szerokiego ogladu w zakresie opracowywanych zagadnien. Rozdzial ten podzielony jest
ponownie na podrozdziaty logicznie powigzane z odpowiednimi podrozdzialami Materiatow
i Metod oraz Wynikéw, co ulatwia przyswajanie informacji. Autorka ze znajomoscia tematu
doglebnie komentuje i wyjasnia uzyskane rezultaty oraz tlumaczy zaleznosci i1 korelacje.
Dowodzi to z jednej strony duzej wiedzy, jak i $wiadczy o swobodnym postugiwaniu si¢
jezykiem naukowym.

W pracy sformutowano 4 syntetyczne wnioski:

1. Prezentowany model wzbogaconej osoczem bogatoptytkowym  procedury
autologicznego przeszczepu witryfikowanych tkanek jajnika z uzyciem szczurdw,
opracowany i wykorzystany w niniejszej pracy badawczej umozliwia trafng i rzetelng
ocene wplywu osocza bogatoptytkowego na przezywalno$¢ i funkcjonalnosé
przeszczepionych tkanek.

2. Wzbogacenie badanej procedury poprzez dodatek osocza bogatoptytkowego przyspiesza
neowaskularyzacje, zwigksza obszar neowaskularyzacji oraz zachowuje fizjologiczny
poziom procesoOw rekrutacji i hamowania wzrostu pgcherzykéw w witryfikowanych
tkankach jajnika, a takze zmniejsza odsetek apoptozy w przeszczepionych tkankach, a co
za tym idzie poprawia perfuzje, skraca okres wstrzasu niedokrwiennego oraz umozliwia
zachowanie funkcji hormonalnych i rozrodczych przeszczepianych tkanek jajnika. )

3. Wzbogacenie procedury przeszczepu tkanek jajnika przez dodatek osocza
bogatoplytkowego na etapie inkubacji po ogrzaniu oraz w formie iniekcji lokalnej w
okolicy = przeszczepu zwigksza  efektywnos¢  autologicznego  przeszczepu
witryfikowanych tkanek jajnika.

4. Wzbogacenie procedury przeszczepu tkanek jajnika poprzez dodatek osocza
bogatoptytkowego wywiera pozytywny krotko- i srednio- trwaly wplyw na strukture i
funkcje witrifikowanych i przeszczepionych tkanek jajnika, a takze znacznie ogranicza
efekt wypalenia rezerwy pecherzykowe;.

Whioski sformulowano jasno. Sa one przyporzadkowane logicznie celom pracy i
zadaniom badawczym. Jednak w moim odczuciu wniosek drugi i trzeci oznaczajg niemal to
samo i sugeruje, aby polaczy¢ je w jeden i zacza¢ go ,, Wzbogacenie procedury przeszczepu
tkanek jajnika przez dodatek osocza bogatoptytkowego zwigksza efektywnos$¢ autologicznego



przeszczepu witryfikowanych tkanek jajnika:...” i uzupetni¢ tekstem wniosku drugiego.

Spis pi$miennictwa przedlozonej pracy zawiera bardzo bogaty zasob danych
zrodtowych zawierajacy az 283 pozycje, gtownie artykutow opublikowanych w ostatnich
latach w liczacych sie czasopismach z listy JCR.

Podsumowanie oceny pracy:
Do szczegolnych zalet przediozonej pracy zaliczam:
— kreatywny pomysl na przeprowadzenie doswiadczenia wpisujagcego si¢ w aktualne
kierunki nowoczesnych badan aplikacyjnych
— rzetelnie przygotowany manuskrypt pracy o rozsadnie zaprojektowanym podziale na
rozdzialy i napisany dojrzalym jezykiem naukowym
— zaawansowany warsztat metodyczny Autorki, wymagajacy posiadania szerokiej
wiedzy, umiejetnosci, pracowitosci i cierpliwosci
— umiej¢tnos¢ prowadzenia glebokiej dyskusji naukowe;j
— rezultaty o potencjale aplikacyjnym, ktére mogg by¢ pomocne w praktyce klinicznej.

Z drugiej strony moje uwagi na temat pracy, ktére przytoczylem powyzej to:
— bardzo oszczedne potraktowanie zaleznosci pomiedzy uszkodzeniami kriogenicznymi
a efektywnoscig autotransplantacji
— brak uwzglednienia w badaniach grupy kontrolnej w postaci tkanki jajnikowej bez
uszkodzen kriogenicznych
— podobienstwo brzmienia wniosku 2 i 3, co sklania mnie do zasugerowania
przeredagowania polegajacego na polgczniu ich w jeden wniosek

Uwagi koncowe:

Recenzowana praca doktorska mgr Anny Niwinskiej prezentuje wysoki poziom
naukowy. Temat pracy jest nowatorski i istotny dla rozwoju Dyscypliny Weterynaria, posiadajgc
duzy potencjatl aplikacyjny. W dysertacji wykorzystano zaawansowang metodyke. Doktorantka
wykorzystala w pracy szeroki wachlarz technik badawczych, $wiadczacy o Jej wysokich
kompetencjach naukowych.

Stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji praca doktorska mgr Anny Niwinskiej jest
prawidtowo opracowanym edytorsko, metodycznie i formalnie oraz oryginalnym osiggni¢ciem
naukowym wnoszacym istotny wktad w rozwdj reprezentowanej Dyscypliny i spetnia warunki
okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (tekst
jednolity: Dz. U. z 2022 r. poz. 574 ze zm). Na tej podstawie wnosz¢ do Rady Dyscypliny
Weterynaria SGGW o dopuszczenie Autorki rozprawy do dalszych etapéow przewodu
doktorskiego.

Ponadto z uwagi na kreatywnie i nowoczesnie zaprojektowane doswiadczenie,
wyjatkowo bogata metodyke pracy, wymagajacg ogromnej wiedzy i umiejetnosci oraz z uwagi
na osiggnigte nowatorskie wyniki cechujgce si¢ walorami aplikacyjnymi, uwazam prac¢ za -
wybitng 1 $wiadczaca o wysokich kompetencjach Doktorantki. Wnosz¢ zatem o wyrdznienie
pracy stosowng Nagroda w SGGW.




