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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Patrycji Witek
pt. ,,Molekularne aspektyfunkcjonowaniajajnika dojrzatej ptciowo Swinipo
neonatalnej ekspozycji na zwigzki o aktywnosci endokrynnej”
wykonanej pod kierunkiem dr hab. Katarzyny Knapczyk-Stwory, prof. UJ
w Zaktadzie Endokrynologii Instytutu Zoologii i Badan Biomedycznych
Woydziatu Biologii Uniwersytetu Jagielloriskiego w Krakowie

Przedtozona do oceny rozprawa doktorska zostata przygotowana na wniosek Rady
Dyscypliny Nauki biologiczne Uniwersytetu Jagielloriskiego w Krakowie.

OGOLNA CHARAKTERYSTYKA

Oceniana rozprawa doktorska sktada sie z czterech oryginalnych publikacji - nizej
wyszczegolnionych - opublikowanych w jezyku angielskim w renomowanych czasopismach
z listy Journal Citation Reports, ktérych wskazniki naukometryczne sg wysokie: fgczny
wskaznik IF z roku opublikowania wynosi 14,233 a liczba punktéw MEIN wynosi 450.

1 Witek P, Grzesiak M, Koziorowski M, Stomczynska M, Knapczyk-Stwora K. Effect of
neonatal exposure to endocrine-active compounds on plasma lipid and steroid
concentrations, and morphology of luteal tissue in the adult pig. Domestic Animal
Endocrinology 2020; 70:106381. doi: 10.1016/j.domaniend.2019.07.009. (I1F- 2,290;
pkt. MEIN- 70)

2. Witek P, Grzesiak M, Kotula-Balak M, Koziorowski M, Stomczynska M, Rnapczyk-
Stwora K. Effect of neonatal exposure to endocrine-active compounds on epigenetic
regulation of gene expression in corpus luteum of gilts. Theriogenology 2021; 159:45-
52. doi: 10.1016/j.theriogenology.2020.10.010. (IF- 2,923; pkt. MEIN -140)

ul. Michata Oczapowskiego 1A,
10-719 Olsztyn
http://wbib.uwin.edii.pl/


http://wbib.uwin.edii.pl/

Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie

Wydziat Biologii i Biotechnologii

3.  Witek P, Enguita FJ, Grzesiak M, Costa MC, Gabriel A, Koziorowski M, Stomczynska
M, Knapczyk-Stwora K. Effects of neonatal exposure to methoxychlor on corpus
luteum in gilts: A transcriptomic analysis. Molecular Reproduction and Development
2021; 88(3):238-248. doi: 10.1002/mrd.23463. (IF - 2,812; pkt. MEiIN-100)

4. Witek P, Grzesiak M, Koziorowski M, Stomczynska M, Knapczyk-Stwora K. Long-
term changes in ovarian follicles of gilts exposed neonatally to methoxychlor: effects
on oocyte-derived factors, anti-Mullerian hormone, follicle-stimulating hormone, and
cognate receptors. International Journal ofMolecular Science 2022; 23(5):2780. doi:
10.3390/ijms23052780. (1 F -6,208;pkt. MEiN-140)

Publikacje sg wspotautorskie (od 5 do 8 autoréw) i Doktorantka jest w nich pierwszym
autorem. Autorem korespondencyjnym w trzech publikacjach jest Pani Promotor, dr hab.
Katarzyna Knapczyk-Stwora, prof. UJ. W publikacji czwartej autorami korespondencyjnymi
sg Pani Promotor i Doktoranta. Z przedtozonych o$wiadczen wspétautorow wynika, ze Pani
mgr Patrycja Witek petnita wiodacg role w powstawaniu tych publikacji. Jej indywidualny
udziat w powstaniu poszczegolnych publikacji jest szacowany na 50-60% i nie budzi
watpliwosci. Chciatabym, jednakze zwrdci¢ uwage na pewne niescistosci, ktdre pojawity sie
pomiedzy oswiadczeniami dotaczonymi do rozprawy, a o$wiadczeniami umieszczonymi
w pracach oryginalnych (publikacja nr 1, 2, 4, w publikacji nr 3 nie znalaztam o$wiadczen)
w rozdziatach ,,Author Contributions”. Wskaze tylko niektére z nich. W odniesieniu do
publikacji nr 1, w o$wiadczeniu dotgczonym do rozprawy, Doktorantka wskazuje, ze brata
udziat w napisaniu manuskryptu, niestety brakuje tej informacji w o$wiadczeniu umieszczonym
w pracy oryginalnej. W publikacji nr 2, Doktorantka w oswiadczeniu dotgczonym do rozprawy
nie wskazata udziatu w zdobywaniu $rodkéw finansowych, pomimo iz ta informacja widnieje
w oswiadczeniu umieszczonym w pracy oryginalnej. Podobnie w publikacji nr 4, Doktoranta
w oswiadczeniu dotgczonym do rozprawy nie wskazata udziatu w opracowaniu koncepcji
badan, inaczej niz ma to miejsce w pracy oryginalnej. Musze przyznaé, ze brakuje mi udziatu
Doktorantki w opracowaniu koncepcji badan w odniesieniu do trzech pozostatych prac,
chociazby w zakresie metodycznym. Dodatkowo, niektorzy wspotautorzy wskazuja
w oswiadczeniach dotgczonych do rozprawy, ze brali udziat w opracowaniu koncepcji badan,
co jednak nie znajduje odzwierciedlenia w oSwiadczeniach zawartych w pracach oryginalnych.

Zbior publikacji stanowiacych zasadnicza cze$¢ rozprawy doktorskiej uzupetniony jest
polskojezycznym opracowaniem, w sktad ktérego wchodzi: spis tresci, streszczenie w jezyku
polskim i angielskim, wykaz publikacji wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej, wstep,
hipoteza badawcza i zadania badawcze rozprawy, model badawczy podsumowanie kazdej
zatgczonej anglojezycznej publikacji, oSwiadczenia wspotautoréw, dyskusja, podsumowanie
i wnioski, literatura (86 pozycji). W moim odczuciu w opracowaniu zabrakfo schematow
dotyczacych realizowanych zadan badawczych oraz rozdziatu ,,Wykaz stosownych skrétow”,
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ktére bytyby bardzo pomocne podczas lektury rozprawy doktorskiej. Na podkreslenie zastuguje
fakt, ze cze$¢ prezentowanych wynikdw badan uzyskano dzieki realizacji projektu
badawczego, ktérego kierownikiem jest Pani Promotor dr hab. Katarzyna Knapczyk-Stwora,
prof. UJ (OPUS 10, 2015/19/B/NZ9/00420), finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki.

Pod wzgledem formalnym oceniana rozprawa spetnia wszystkie wymogi stawiane tego typu
opracowaniom.

OCENA MERYTORYCZNA ROZPRAWY

Tematyka badawcza ocenianej rozprawy doktorskiej dotyczy okre$lenia efektow ekspozyciji
w okresie neonatalnym na zwigzki aktywne endokrynnie (ang. endocrine-active-chemicals,
EACs), ktdre antagonizuja lub nasladuja dziatanie androgenéw lub estrogenéw, na dojrzewanie
pecherzykéw jajnikowych i funkcjonowanie ciatek z6ttych dojrzatych ptciowo Swin.

W ostatnich latach obserwuje sie wzrost zainteresowania naukowcow i lekarzy aktywnymi
hormonalnie substancjami, zwanymi takze dysruptorami i biomimetykami hormonoéw, ktore
wplywaja niekorzystnie na uklad rozrodczy. Strukturalne podobienstwo do endogennych
hormonow steroidowych powoduje, ze zwigzki te zdolne sg do #aczenia z receptorami
hormondéw steroidowych, w tym estrogenéw, androgenow i progesteronu. Wiele tego typu
zwigzkéw, to syntetyczne substancje pochodzenia antropogenicznego, wykorzystywane
w przemysle rolniczym, chemicznym i farmaceutycznym lub stanowigce jego produkty
uboczne, ale takze substancje naturalnie wystepujgce w Srodowisku. Zwigzki te
zidentyfikowano niemal we wszystkich $rodowiskach przyrodniczych, tacznie z wodami
powierzchniowymi, glebg oraz powietrzem atmosferycznym. Tego typu substancje cechuje
znaczna oporno$¢ na procesy biodegradacji oraz charakter lipofilowy (sktonno$é do
rozpuszczania sie w thuszczach), co oznacza, ze w danym ekosystemie moga ulegaé
bioakumulacji i sorpcji. Wedtug Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO), EACs to substancje
egzogenne lub mieszaniny substancji, ktdre wptywaja na zmiane funkcjonowania ukadu
hormonalnego wywotujac niekorzystne skutki w organizmie cztowieka, jego potomstwie lub
subpopulacji. Prawidtowa regulacja hormonalna zapewnia homeostaze organizmu. W okresie
prenatalnym hormony wplywajg na proces organogenezy, natomiast w okresie neonatalnym
i postnatalnym wptywajg m.in. na wzrost, rozwoj, dojrzewanie piciowe, procesy poznawcze
i rozrodczo$¢. Liczne doniesienia naukowe potwierdzajg, ze zdolnosci rozrodcze cztowieka
i zwierzat gospodarskich ulegajg ostabieniu. W zwigzku z tym faktem, prowadzenie badan
dotyczacych EACs, ktorych nawet Sladowa obecnos¢ w srodowisku moze przyczynia¢ sie do
zaburzenia réwnowagi hormonalnej, a tym samym wywiera¢ negatywny wptyw na funkcje
rozrodcze, uwazam za niezwykle pozadane, aktualne i interesujace. O tym, ze badania sg wazne
i nowatorskie moze réwniez $wiadczy¢ fakt uzyskania bardzo wysokiej ich oceny i co z tym
jest zwigzane - finansowania przez NCN na ich prowadzenie w ramach wymienionego
wczesniej projektu. Zadania badawcze, ktére wspdlnie z Zespotem zrealizowata Doktorantka,
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sg kontynuacjg badan prowadzonych od wielu lat przez Zespét Pani Promotor. Na podkreslenie
zastuguje fakt, ze Doktoranta w polskojezycznym opracowaniu bardzo rzetelnie i precyzyjnie
wskazata co juz zostato zrobione, a co jest nowosScia w prezentowanej rozprawie doktorskiej.

Hipoteza badawcza rozprawy doktorskiej zakladata, ze réwnowaga miedzy poziomem
androgenéw i estrogendw w okresie neonatalnym, ktéra jest istotna dla prawidtowego
funkcjonowania jajnikbw w okresie dojrzatosci piciowej, moze zosta¢ zaburzona przez
wystepujace w Srodowisku zwigzki o aktywnosci endokrynnej. W celu weryfikacji hipotezy
okreslono wptyw ekspozycji na propionian testosteronu (TP, androgen), flutamid (FLU,
antyandrogen), 4-ZerZ-oktylofenol (OP, zwigzek o aktywnosci estrogennej), ICI 182,780 (1Cl,
antyestrogen) i metoksychlor (MXC, zwigzek o aktywno$ci estrogennej, antyestrogennej
i antyandrogennej) w okresie neonatalnym na morfologie ciatek zéttych, profil lipidowy oraz
stezenie hormondéw steroidowych w osoczu dojrzatych piciowo Swin oraz na globalng
metylacje DNA, ekspresje metylotransferaz DNA oraz biatek zaangazowanych w biogeneze
miRNA w ciatkach z6ttych Swin. Istotnym uzupetnieniem rozprawy doktorskiej sg badania
dotyczace analizy profilu ekspresji miRNA oraz mRNA uzupetnione analizg in silico interakcji
pomiedzy miRNA o zmienionej ekspresji, a regulowanymi przez nie mRNA oraz analiza
poziomu hormondéw steroidowych i prostaglandyn w tkance lutealnej $win po neonatalnej
ekspozycji na MXC. Dodatkowo, okreslono wptyw ekspozycji na MXC w okresie neonatalnym
na ekspresje i lokalizacje czynnikdéw z nadrodziny transformujacego czynnika wzrostu beta
(TGF(3) oraz ich receptorow i receptora FSH w pecherzykach przedantralnych i matych
antralnych oraz zbadano poziom hormonu anty-Miillerowskiego (AMH) i hormonu
folikulotropowego (FSH) w osoczu $win.

Nalezy podkresli¢, ze oceniane prace sg spdjne pod wzgledem tematycznym i metodycznym
oraz warto$ciowe pod wzgledem poznawczym. Pozytywnie oceniam uzasadnienie podjecia
badan, postawiong hipoteze badawczg i sformutowany cel badan. W mojej opinii cel zostat
w pelni zrealizowany. Zakres stosowanych metod i analiz laboratoryjnych jest bardzo szeroki,
co wskazuje na duze umiejetnoSci Doktorantki i bogaty warsztat eksperymentalny.
Wykorzystano w niej wiele technik m.in. lokalizacje kropli lipidowych, barwienia
histologiczne, immunohistochemie, testy kolorymetryczne, testy radioimmunologiczne, testy
immunoenzymatyczne, real-time PCR, a takze elektroforeze SDS-PAGE i Western biot. Do
analizy profilu ekspresji miRNA i mRNA wykorzystano nowoczesne, wysokoprzepustowe
metody sekwencjonowania nowej generacji (NGS), metody mi-RNAseq i mRNAseq uzywajac
platforme Illumina HiSeq 2500. Ponadto, funkcjonalng analize transkryptomu przeprowadzono
w oparciu o baze danych Ontologii Genéw (ang. Gene Ontology, GO). W celu analizy profilu
miRNA uzyto baze danych miRBase (Sus scrofa 10.2) oraz oprogramowanie Oasis 2. Do
analizy powigzan miedzy miRNA o zwiekszonej ekspresji a ich docelowymi mRNA
0 obnizonej ekspresji wykorzystano algorytm miRWalk2. Wyniki uzyskane tymi metodami
potwierdzono za pomoca techniki real-time PCR. Wysoko oceniam umiejetnos¢ wykorzystania
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metod wysokoprzepustowych i analizy wynikéw dzieki nim uzyskanych. Zastosowane
w badaniach analizy laboratoryjne sg wiasSciwie dobrane do zalozonego celu badawczego.
Chciatabym zaznaczy¢, ze powyzsze techniki wymagaty ogromnego nakladu pracy, co
zastuguje na uznanie.

W swojej pracy Doktorantka wykazata, ze ekspozycja na TP, FLU, OP, ICI i MXC
przyczynia sie do zmian poziomdéw hormonéw steroidowych i profilu lipidowego w osoczu
$win dojrzatych piciowo, zmian pozioméw hormondw steroidowych i prostaglandyn
w homogenatach tkanki lutealnej oraz do hipertrofii i wakuolizacji komérek lutealnych.
Uzyskane wyniki wskazuja, ze nieprawidtowy poziom hormondéw w okresie neonatalnym moze
zaburzac¢ nie tylko morfologie, ale rowniez funkcje ciatka z6ttego. Bardzo interesujace i cenne
wydaje sie rowniez wykazanie, ze neonatalna ekspozycja na EACs zaburza globalng metylacje
oraz biogeneze miRNA w ciatkach z6ttych, co moze by¢ przyczyng dtugotrwatych skutkow
neonatalnego narazania na te zwigzki. Stwierdzono, ze zaburzenia funkcji ciatek zéttych Swin,
wykazane po neonatalnej ekspozycji na EACs, moga by¢ czeSciowo zwigzane ze zmianami na
poziomie epigenetycznym. Za szczegodlnie istotne nalezy uzna¢ wyniki uzyskane metodami
sekwencjonowania nowej generacji. Analiza funkcjonalna wykazata powigzanie genéw
0 zmienionej pod wptywem MXC ekspresji z lipogeneza, steroidogeneza, transportem przez
btony, odpowiedzig immunologiczng oraz sygnalizacjg komorkowa. Ponadto, zaobserwowano
wzrost ekspresji genow, ktoérych produkty sg kluczowe w procesie luteolizy oraz obnizenie
ekspresji genow, ktorych produkty zaangazowane sg w adhezje komdrkowa, co moze
sugerowaé wystapienie przedwczesnej luteolizy strukturalnej ciatek zétych. Dodatkowo
stwierdzono, ze diugotrwate efekty narazania na MXC moga wynika¢ z nieprawidtowych
profili miRNA. Wykazano roéwniez, ze narazenie w okresie neonatalnym na MXC przyczynia
sie do zmian ekspresji czynnikéw nalezacych do nadrodziny TGFp oraz ich receptoréw, a takze
do zmian poziomu FSH ijego receptora w pecherzykach przedantralnych i matych antralnych,
co moze zaburza¢ wstepng jak i cykliczng rekrutacje oraz dojrzewanie pecherzykow
jajnikowych $win. Uzyskane wyniki potwierdzaja, ze okres neonatalny jest krytyczny dla
prawidtowego funkcjonowaniajajnikow, a narazenie na kontakt w tym okresie z EACs skutkuje
zaburzeniami réwnowagi hormonalnej, procesu folikulogenezy i funkcjonowania ciatek
z6ktych. Doktorantka, pomimo uzyskania licznych wynikoéw, zaprezentowata je bardzo
starannie i logicznie. Dokumentacja graficzna wynikdw w postaci rycin, zdje¢ i tabel jest
czytelna i przejrzysta. Doktorantka wykazata sie réwniez umiejetnoscig wnikliwej analizy
i interpretacji prezentowanych wynikdw w Swietle aktualnej literatury. Moim zdaniem dyskusje
w pracach oryginalnych i polskojezycznym opracowaniu sg wszechstronne i wyczerpujgce.
W pracach oryginalnych i polskojezycznym opracowaniu Doktorantka trafnie i syntetycznie
podsumowuje uzyskane wyniki. Po analizie tej czesci rozprawy stwierdzam, ze wyniki
uzyskane przez Doktorantke sg oryginalne, interesujgce i maja duza warto$¢ naukowa.
Oceniana rozprawa doktorska stanowi istotny wktad w rozw¢j dyscypliny nauki biologiczne.
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Problem dotyczacy narazenia na EACs jest powszechny. Potencjalne ryzyko negatywnego
wplywu na zdrowie po ekspozycji na te zwigzki rodzi potrzebe prowadzenia kolejnych badan
oraz podjecia dziatan zmierzajacych do minimalizacji zagrozer powodowanych przez EACs.

SUGESTIE, UWAGI | PYTANIA

Po analizie ocenianej rozprawy doktorskiej nasunety mi sie nastepujgce uwagi, sugestie

i pytania:

1

W pracy doktorskiej w rozdziale ,,Model badawczy” podano, ze badania przeprowadzono
w obrebie pieciu grup badawczych i w kazdej grupie byto pie¢ osobnikéw (n=5). Ponadto
wskazano, ze z jajnikéw wycieto ciatka zotte (n=3 od kazdego zwierzecia), wyizolowano
enzymatycznie pecherzyki przedantralne oraz wycieto mate pecherzyki antralne (n=3 od
kazdego zwierzecia). W publikacji nr 1, w przypadku analizy morfologicznej komérek
lutealnych podano, Zze badania prowadzono na trzech niezaleznych skrawkach
pochodzacych z kazdego ciatka z6ttego i wskazano, ze n byto réwne 15, natomiast w
przypadku analizy kropli lipidowych badania prowadzono na jednym skrawku
pochodzacym z r6znych ciatek zottych na zwierze i tutaj rdwniez podano, ze n réwna sie
15. W publikacji nr 2 wskazano, ze badania prowadzono na ciatkach zo6ttych i n byto réwne
3 na kazde zwierze. Natomiast przy analizie Western biot podano informacje, ze analize
potiloSciowg prowadzono dla trzech oddzielnie powtarzanych eksperymentdéw. Zatem,
prosze o doprecyzowanie jaka byta liczba n w tym eksperymencie. W publikacji nr 3
wskazano, ze liczba n w analizie NGS wynosita 3 dla kazdej grupy, ale juz przy walidacji
uzyskanych wynikéw wskazano n=15. Tutaj rowniez prosze o komentarz. Prosze rowniez
0 wyjasnienie, co Doktorantka rozumie pod pojeciem liczby n.

Prosze o wyjasnienie, dlaczego w publikacji nr 1i 2 wybrano zwierzeta bedace w 8-11
dniu cyklu rujowego, a w publikacji nr 3 i 4 uzyto zwierzeta bedace w 9-10 dniu cyklu.
Ponadto, w rozprawie doktorskiej brakuje mi wyjasnienia, dlaczego wybrano akurat te dni
cyklu rujowego.

W publikacji nr 1 i 2, Doktorantka opisuje statystyczne tendencje zaobserwowane
w poziomach estronu i estradiolu, lipoprotein o wysokiej gestosci, stosunku lipoprotein
0 niskiej gestosci do lipoprotein o wysokiej gestosci, zawartosci biatek metylotransferaz
i eksportyny 5. Chciatabym zwr6cié uwage, ze nie nalezy opisywaé, a tym bardziej
dyskutowac, nieistotnych statystycznie wzrostéw lub spadkow jakichkolwiek parametréw
(pomimo podania warto$ci p>0,05) - w takim przypadku nalezy uznaé¢ brak wptywu lub
brak réznic.

W publikacji nr 2 i 4, opisy metody Western biot nalezatoby uzupeini¢ o informacje
dotyczace kontroli negatywnych. W publikacji nr 1, na rycinie 2H oraz w publikacji nr 4,
na rycinach la'-c', 2a'-d’, 4c, e i 5¢c brakuje wzorca masy molekularnej biatek. Dotgczenie
markera masy molekularnej na prezentowanych biotach znacznie ufatwitoby analize
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wielkosci uzyskanych produktow i prawidtowsg interpretacje wynikdw. Moje watpliwosci
budzi biot zamieszczony na rycinie Ic' w publikacji 4 dotyczacy masy molekularnej biatka
aktyny po ekspozycji na MXC.

Prosze o wyjasnienie, dlaczego do analizy uzyskanych wynikéw zastosowano test
nieparametryczny U Manna-Withneya. Tego typu komentarza zabrakto w publikacjach nr
1,2 i 3. W publikacji nr 4, pojawia sie komentarz, ze test ten zostat zastosowany ze wzgledu
na brak rozktadu normalnego, ale zabraklo informacji jakim testem statystycznym to
wykazano. W publikacji nr 2, przy analizie wynikow brano pod uwage warto$¢ mediany
w grupach, w publikacji nr 3 i 4 podano, ze wzieto pod uwage btad standardowy S$redniej
+ SEM, natomiast w publikacji nr 1takiej informacji brakuje. Prosze o uzupetnienie tych
informacji i wyjasnienie, dlaczego przy analizie wynikéw zastosowano odmienne
podejscia.

W dyskusji publikacji nr 2, pojawita sie sugestia, ze chociaz nie stwierdzono wptywu EACs
na zawarto$¢ biatek eksportyny 5 i Argonaute 2 w ciatkach zottych Swin po neonatalnej
ekspozycji, to nie mozna wykluczy¢ zmian w modyfikacjach potranslacyjnych. Prositabym
Doktorantke o sprecyzowanie jakie konkretnie zmiany miata na mysli.

Prosze o wyjasnienie, na jakiej podstawie przy analizach profili mRNA i miRNA
zastosowano krotnos¢ zmian (log2FC) odpowiednio na poziomie > lub < 1 i 0,5.
W publikacji nr 3, w podrozdziale 2.4 btednie podano krotno$é zmian (log2FC) dla profili
miRNA na poziomie 0,05. Ponadto, na rycinie nr Ib, brakuje wskazania wartosci
p i krotnosci zmian (log2FC).

W publikacji nr 3, na rycinie 3 podano wyniki analizy ontologicznej genéw. W odniesieniu
do procesow biologicznych, narycinie 3a wskazano pozytywna regulacje aktywnosci kinaz
biatkowych i pozytywng regulacje aktywnosci kinaz, a na rycinie 3b podano pozytywna
regulacje angiogenezy i regulacje angiogenezy. Prositabym o wyjasnienie, dlaczego te
procesy pojawiajg sie dwukrotnie.

Czy Doktorantka brata udziat w wykonywaniu analiz bioinformatycznych?

W publikacji nr 3 i 4, do normalizacji wynikow real-time PCR uzyto gen referencyjny
dehydrogenaze aldehydu-3-fosfoglicerynowego (GAPDH) i miRNA ssc-let-7a. Prosze
0 wskazanie w jaki sposéb przeprowadzono ich walidacje. Prositabym réwniez
0 wyjasnienie, dlaczego analize ekspresji genu receptora aktywiny typu | (ACVftl)
przeprowadzono przy uzyciu metody real-time PCR opartej na fluorescencji barwnika
SYBR Green a do analizy pozostatych genéw zastosowano sondy TagMan.

Z przeprowadzonych badan wynika, ze neonatalna ekspozycja na MXC obniza poziom
progesteronu w osoczu dojrzatej ptciowo $wini, natomiast poziom progesteronu w tkance
lutealnej nie zmienit sie. Prositabym o sugestie z czego moze to wynikac.

W prezentowanej pracy wykazano, ze ekspozycja na EACs przyczynia sie do zmian
poziom6w hormonéw steroidowych w osoczu $wih dojrzatych piciowo oraz zmian
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poziomow hormonéw steroidowych i prostaglandyn w homogenatach tkanki lutealnej.
Cennym  uzupelnieniem  wynikdw  prezentowanej pracy byloby  okreslenie
aktywnosci/ekspresji biatek enzymdéw zaangazowanych w procesy steroidogenezy
i syntezy prostaglandyn. Bardzo interesujgce  byloby  réwniez  zbadanie
wewnatrzkomorkowych $ciezek sygnatowych. Ponadto, nalezatoby zbada¢ poziom
aktywnosci enzyméw zaangazowanych w biogeneze miRNA. Czy tego typu badania sg
planowane?

13. Prositabym o odpowiedZ w jaki sposéb EACs moga wptywaé na proces proliferacii,
apoptozy czy angiogenezy w jajniku.

14. W rozdziale ,,Podsumowanie i wnioski” cztery wnioski wskazane przez Doktorantke sg
raczej podsumowaniem uzyskanych wynikéw, a wniosek znajduje sie na konhcu tego
rozdziatu.

15. W tytule rozprawy trafniejsze bytoby uzycie stowa Jajnik” w liczbie mnogiej. Zatem, tytut
ptciowo $win po neonatalnej ekspozycji na zwigzki o aktywnosci endokrynnej”.

16. Chciatabym  takze  zwrdcic uwage na  kilka  niefortunnych  stwierdzen
w polskojezycznym opracowaniu: ,,czynnikami luteotropowymi, majacymi stymulujacy
efekt na rozwdj” (str. 14), ,,zaburzona przez nieprawidtowa rownowage hormonalng” (str.
22), ,,udziat miRNA w mediowaniu efektow MXC” (str. 45, 46).

PODSUMOWANIE

Reasumujac, rozprawe doktorskg Pani mgr Patrycji Witek oceniam bardzo wysoko. Pragne
stwierdzi¢ z petnym przekonaniem, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska stanowi
oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, a uzyskane przez Doktorantke wyniki nie tylko
dostarczajg nowych danych, ktére stanowia cenne uzupetnienie badan zmierzajacych do
minimalizacji zagrozen powodowanych ekspozycja organizmu na EACs, ale moga stanowic
podstawe do prowadzenia kolejnych eksperymentéw. Cztery oryginalne prace, bedgce
podstawa rozprawy doktorskiej, sa rzetelnie przygotowane, zawierajg jasno okre$lony cel
uzupetniony starannym opisem przeprowadzonych doswiadczen i uzyskanych wynikéw oraz
whnikliwa i dojrzatg dyskusjg. Na podkreSlenie zastuguje réwniez bardzo istotna tematyka
rozprawy doktorskiej, szeroki zakres prowadzonych badan naukowych oraz kompleksowe
podejscie do rozpatrywanego problemu. Doktorantka wykazata sie doskonatym
przygotowaniem merytorycznym z zakresu tematyki prowadzonych badan oraz
umiejetnosciami w postugiwaniu sie licznymi metodami. Na podstawie analizy ocenianej
rozprawy doktorskiej mozna sadzi¢, ze Doktorantka zdobyta niezbedne do$wiadczenie
i umiejetnosci przydatne w przysziej pracy badawczej. Nalezy réwniez zauwazy¢, ze
Doktorantka w catym swoim dorobku naukowym posiada jedenascie publikacji (wg bazy Web
ofScience ilos¢ cytowan wynosi 40 a indeks h - 4). Musze pokresli¢, ze sformutowane w mojej
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recenzji uwagi, sugestie czy pytania nie dyskredytuja wysokiej wartosci zaprezentowanych
wynikow, lecz sg przyczynkiem do naukowej dyskusji. Mam réwniez nadzieje, ze zostang
wykorzystane w przygotowaniu kolejnych publikacji oraz w przysziej pracy naukowej.

WNIOSEK KONCOWY

W moim przekonaniu, przedstawiona do oceny rozprawa doktorska pt.
»Molekularne aspekty funkcjonowania jajnika dojrzalej ptciowo $wini po neonatalnej
ekspozycji na zwigzki o aktywnos$ci endokrynnej” stanowi oryginalne rozwigzanie problemu
naukowego i spetnia wszystkie wymagania - okreslone w Ustawie - Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz. U. z 2020 r. poz. 85 z pézn. zm.) stawiane rozprawom doktorskim.
Na tej podstawie zwracam sie do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Biologiczne Wydziatu
Biologii Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie z wnioskiem o dopuszczenie Pani mgr
Patrycji Witek do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednocze$nie biorgc pod uwage wysoki poziom naukowy zaprezentowanych
wynikéw badan oraz ich oryginalny charakter, co znajduje odzwierciedlenie
w opublikowaniu ich w czasopismach o Swiatowym zasiegu, pragne przeditozyé Wysokiej

Radzie wniosek o wyrdznienie niniejszej pracy.

Olsztyn, 10 stycznia 2023 r.
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