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Temat przestawionej rozprawy doktorskiej dotyczy Jjednego z intensywnie badanych w
ostatnich latach probleméw dotyczacych okreslenia zagrozen jakie stwarzaja dla organizmow
zywych zwigzki obecne w srodowisku, a w szczeg6lnosci jak wplywaja one na procesy
rozrodeze. Wsrod tej rosngcej weigz ilosci zwiazkow wyréznia si¢ grupe substancji majacych
zdolno$¢ do nasladowania endogennych hormonéw tzw. endocrine disrupting chemicals
(EDCs) i co za tym idzie zdolnych do zaburzania homeostazy organizmu.

W przedstawionej mi do recenzji rozprawie doktorskiej Doktorantka obrata sobie za
cel zbadanie wplywu szeroko stosowanego fungicydu — winklozoliny na funkcje jajnika
swini. Jest to o tyle wazne, ze do tej pory wiekszo$é badan nad tym fungicydem skupiata sie
na efektach jakie wywotuje on w meskim ukladzie rozrodezym. Wykazano, ze zwigzek ten,
jak réwniez jego metabolity maja wysokie powinowactwo do receptorow androgenowych, z
ktérymi mogg wigza¢ si¢ i na zasadzie kompetyciji konkurowaé z endogennymi androgenami.
Winklozolina jest zwigzkiem o wlasciwoéciach antyandrogennych i nie tylko hamuje
transaktywacje receptora androgenowego a co za tym idzie hamuje réwniez ekspresje genow
zaleznych od androgenéw, ale réwniez nasila degradacje endogennych androgenéw. Efektami
dziatania winklozoliny sg wigc zaburzenia zwigzane z nieprawidlowym poziomem
androgenéw w organizmie.

W swoich badaniach Doktorantka skupila sie na efektach jakie w pecherzykach
jajnikowych $wini wywotuje zaréwno sama winklozolina, jak i winklozolina w obecnosci

dwoch androgenéw: testosteronu (T) oraz dihydrotestosteronu (DHT). Model do badan



stanowily zaréwno pierwotne hodowle komérek ziarnistych izolowane z pecherzykoéw
jajnikowych $wini, a nastepnie hodowane w systemie rozproszonym, jak i cate pecherzyki
jajnikowe hodowane metodg Trowell’a na granicy faz. Aby potwierdzié czy w mechanizm
dzialania tego zwigzku zaangazowany jest receptor androgenowy Doktorantka zbadala
zaréwno komérkowa lokalizacje tego receptora jak réwniez zmiany w jego ekspresji na
poziomie mRNA i biatka. Dodatkowo w swoich badaniach okreslita wptyw winklozoliny na
sekrecj¢ estradiolu i progesteronu przez komoérki pecherzyka jajnikowego, a takze zmiany
Jakie w nich wywotuje ten zwiazek w przebiegu procesu apoptozy.

Rozprawa liczy 165 stron i jest podzielona tradycyjnie na Wstep, Cele Pracy,
Material i metody, Wyniki oraz Dyskusje. Dodatkowo kazdy z rozdziatéw zlozony jest z
podrozdziatéw. Na poczatku rozprawy zamieszczono Streszczenie w jezyku polskim i
angielskim oraz wykaz stosowanych skrotéw. Rozprawe konczy Podsumowanie wynikow
oraz Wnioski. Bibliografia stanowi bogaty spis literatury cytowanej w pracy i liczy 260
pozycji. Na koficu rozprawy znajdujg si¢ trzy Zalgezniki. W Zalaczniku 1 zamieszczono
informacje dotyczace opublikowania wynikéw rozprawy w1 pracy oryginalnej,
zaprezentowania ich jako 11 doniesienn konferencyjnych oraz wykorzystaniu w dwéch
pracach magisterskich. W zatgczniku II zamieszczono szczegéty dotyczace skladu buforow
stosowanych w metodykach. Zalacznik III podaje szczegéty dotyczace skladu zeli
akrylamidowych stosowanych w metodzie Western blot do rozdziatu elektroforetycznego.

Obszerny Wstep stanowi szczegolowe wprowadzenie do zagadnien podjetych w
rozprawie. Sklada si¢ z 4 podrozdziatéw, w ktérych Doktorantka przedstawita dotychczasowy
stan wiedzy dotyczacy budowy chemicznej, syntezy oraz genomowego jak i niegenomowego
mechanizmu  dzialania androgenéw z uwzglednieniem dokladnej budowy klasycznego
receptora androgenowego. Opisata réwniez specyfike dziatania substancji bedacych
antyandrogenami i zwrécila uwage na wystgpowanie tego typu zwiazkéw w Srodowisku.
Przedstawila réwniez dane literaturowe dotyczace winklozoliny i jej wplywu na organizmy
zywe. Opisata rowniez problemy, ktére do tej pory nie zostaly zbadane lub dane na ich temat
sa nicjasne, sprzeczne lub fragmentaryczne. W kolejnym podrozdziale wstepu
scharakteryzowata proces powstawania pecherzykéw jajnikowych, ich rekrutacji, selekcji i
dojrzewania. Ostatni z podrozdzialéw zatytulowany ,,Apoptoza i inne rodzaje §mierci
komoérkowej” w gtownej mierze skupia si¢ na oméwieniu procesu apoptozy. Poszczegdlne
zagadnienia zostaly przedstawione w bardzo szczegétowy sposéb, co wskazuje na dobra
znajomos¢ przez Doktorantke literatury dotyczacej zagadnienia oraz umiejetno$é doboru i

korzystania z wlasciwego pismiennictwa.



Moje uwagi dotycza jedynie drobnych niescistosci oraz chronologii przedstawiania
poszczegblnych zagadnieh w tym rozdziale. Wstep Doktorantka rozpoczyna ogdlng
charakterystyka androgenow oraz zwiazkéw wystepujacych w $rodowisku zaliczanych do
tzw. endocrine disrupting chemicals. We fragmencie opisujacym efekty wywierane przez
EDCs (str 20, wiersz 3) znalazl si¢ fragment cyt. “zwiazki te dzialaja w spos6b roznorodny
odwracalny/nieodwracalny, co jest zwigzane z wiekiem osobnika (ptod, noworodek, osobnik
dorosly)”. Mozna domysla¢ sig, ze Autorka uzyla tu pewnego skrétu myslowego, jednak z
uwagi na istotnos¢ tej informacji nalezatoby te mysl nalezycie rozwingé. Dalsza mato spéjnie
logicznie kontynuacja tego fragmentu jest zdanie dotyczace zasadnosci uzywania w
badaniach malych stezen tego rodzaju zwiazkéw, gdzie jednak jako przyktad Doktorantka
podaje dzialanie izomeru p,p-DDE na sekrecje progesteronu przez pecherzyki jajnikowe,
piszac ze niskie stgzenia tego zwigzku stymuluja wzrost syntezy progesteronu, natomiast
wyzsze powodujg jej zahamowanie. Informacja ta wydaje si¢ wigc sprzeczna ze zdaniem
powyzej dotyczacym badania niskich stezen. Natomiast kolejne zdanie dotyczace stymulacji
aktywnosci aromatazy w komorkach pecherzyka jajnikowego $wini w ogole nie odnosi sie¢ do
zastosowanych w cytowanych badaniach stezen. Mozna si¢ tylko domysla¢, ze Autorka
podaje juz przyklady zwiazkéw wplywajacych na funkcjonowanie pecherzyka jajnikowego.
Tak wigec w omawianym fragmencie brakuje usystematyzowania zamieszczanych informacii.
W nastepnym podrozdziale pt. ,,Androgeny” Doktorantka szczegblowo omawia
budowe chemiczng oraz biatka transportujace androgeny jak réwniez synteze tych hormonéw
z uwzglednieniem enzymow biorgcym udzial w tym procesie. W jasny i przejrzysty sposob
przedstawia rOéwniez genomowy mechanizm dziatania androgenéw za posrednictwem
klasycznych receptoréw androgenowych, jak réwniez omawia pozagenomowe drogi dzialania
tych hormonéw. Nalezy zaznaczyé, ze Doktorantka cytuje w tym miejscu najnowsze
publikacje z ostatnich lat i we wlasciwy dojrzaly naukowo sposob interpretuje
wieloaspektowe, a czasem nawet sprzeczne ze sobg badania.
W tym miejscu drobne zastrzezenia budzi jedynie kolejnosé przedstawianych informacji.
Otoz na str. 21, wiersz 33, Autorka po oméwieniu procesu syntezy androgenéw zgodnie z
tytulem podrozdziatu, nagle przechodzi do omawiania procesu steroidogenezy majgcej
miejsce w pecherzyku jajnikowym. Moim zdaniem znacznie lepszym rozwigzaniem byloby
albo wczesniejsze zamieszczenie podrozdzialu nr 3 pt.” Charakterystyka pecherzyka
Jajnikowego”, w ktérym omowiona jest budowa pecherzyka jajnikowego, albo zamieszczenie

informacji dotyczacych teorii dwéch komérek dwéch gonadotropin wlasnie w podrozdziale 3.



W kolejnym podrozdziale pt. ,,Antyandrogeny” Doktorantka charakteryzuje zwiazki
wykazujace dziatanie antyandrogenne z uwzglednieniem ich podzialu na antyandrogeny
stosowane klinicznie oraz antyandrogeny obecne w $rodowisku. W podrozdziale tym
przedstawione zostaly rdwniez istotne informacje dotyczgce wiasciwosci chemicznych,
metabolizmu oraz biologicznych efektow winklozoliny zwigzanych z antyandrogennym
charakterem tego zwigzku. Dane literaturowe dotyczace tej substancji Doktorantka
przedstawia szczegblowo w kontekécie danych epidemiologicznych, badan nad
mechanizmem dziatania i wywotywanych w organizmie zywym efektow. Nalezy podkreslié,
ze po zapoznaniu si¢ z podanymi informacjami nie mam zadnych watpliwosci dlaczego
podjete przez Doktorantke badania sa zasadne i konieczne.

Krytyczne uwagi mam jedynie do ostatniego podrozdzial Wstepu, pt. ,Apoptoza i
inne rodzaje $mierci komoérkowej”, ktéry w mojej ocenie jest mato spdjny logicznie. Nie
jest zrozumiate dlaczego wyréznione zostaly nastepujace podrozdzialy: 4.1 Apoptoza; 4.2
Kaspazy; 4.3 Szlak receptorowy i mitochondrialny; 4.4 Rola kinaz Akt i ERK1/2 w
apoptozie. Wszystkie informacje w nich zamieszczone dotycza przeciez wilasnie procesu
apoptozy i z powodzeniem mozna bylo umiescié¢ je w jednym, wsp6lnym podrozdziale. Nie
jest rowniez zrozumiate dlaczego informacje dotyczace innych rodzajow $mierci komérek, w
tym nekrozy zamieszczone zostaly w podrozdziale Apoptoza. Prawidlowo nalezalto umiescic
W rozprawie rozdzial pt. ,Rodzaje $mierci komérek”, w ktérym w kolejnych podrozdziatach
omowiona zostataby klasyfikacja polgczona z wyjasnieniem terminéw programowanej i
nieprogramowanej $mierci komdrek oraz przedstawione zostalyby poszczegdlne procesy.
Mozna réwniez bylo ograniczy¢ si¢ wylacznie do oméwienia procesu apoptozy, ktory byt
celem prowadzonych przez Doktorantke badaf. Pewna nickonsekwencja jest réwniez
umieszczenie w omawianym rozdziale pt. ,,Apoptoza i inne rodzaje $mierci komoérkowej”
podrozdzialu pt. ,,Proces atrezji pecherzyka jajnikowego”. Jak pisze sama Autorka u
podioza procesu atrezji pecherzyka jajnikowego lezy mechanizm apoptozy komérek. Nalezy
wigc wyraznie odrézni¢ proces fizjologiczny jakim jest atrezja, czyli destrukcja na poziomie
narzadu, jakim jest pgcherzyk jajnikowy, od procesu komérkowego, czyli §mierci komérek na
drodze apoptozy. Moim zdaniem opis procesu atrezji pecherzykéw nalezalo umiescié w
rozdziale pt. ,,Charakterystyka pgcherzyka jajnikowego, w ktérym przedstawione zostaty
procesy follikulogenzy, rekrutacji i selekcji pecherzykow.

Kolejny rozdzial przedstawia 3 Cele pracy, ktére zostaly dodatkowo rozbudowane w

jasny i zrozumialy sposéb poprzez wyszczegélnienie zadan badawczych.



Rozdzial Material i Metody zostat przedstawiony bardzo obszernie. Opis
doswiadczeti wzbogacono 4 rycinami i 5 tabelami. Nalezy podkresli¢, ze realizacja
doswiadczen wymagata od Doktorantki uzycia szeregu trudnych technik laboratoryjnych
stosowanych w biologii molekularnej takich jak izolacja RNA, reakcja odwrotnej transkrypcji
(RT), tancuchowa reakcja polimerazy (PCR), tafAcuchowa reakcja polimerazy w czasie
rzeczywistym czy metoda Western blot. Ponadto Doktorantka z powodzeniem postugiwata sie
szeregiem metod biochemicznych, immunohistochemicznych i immunofluorescencyjnych
oraz trudng technikg hodowli komérek in vitro.

Za potknigcie terminologiczne uwazam Jedynie zdanie, ze cyt.” ograniczeniem modelu
hodowli pierwotnych jest brak oddzialywan parakrynowych i endokrynowych...” (str. 46,
wiersz 11). Termin hodowla pierwotna oznacza hodowlg komoérek lub tkanek czy narzadéw
uzyskana z materialu pobranego bezposrednio z zywego organizmu. Ten typ hodowli
wyrozniony zostal wiec na podstawie kryterium rodzaju materiatu wyj$ciowego uzywanego
do wyprowadzenia hodowli, w przeciwienstwie do kolejnych pokolen komérek linii
komérkowych. Hodowle narzgdows catych pecherzykow jajnikowych  izolowanych
bezposrednio z jajnikow mozemy wigc réwniez zaliczyé do hodowli pierwotnych.
Przypuszczam, ze Doktorantka miata w tym miejscu na mysli sposéb hodowli komérek
warstwy ziarniste] w postaci tzw. hodowli rozproszonych, czyli hodowle komérek
wyizolowanych z pecherzyka Jajnikowego, a nastepnie wysianych jako inoculum
pojedynczych komorek. Rzeczywiscie ten typ hodowli posiada wspomniane przez
Doktorantke wady w poréwnaniu z hodowlg catych nienaruszonych pecherzykow
jajnikowych.

Moje kolejne uwagi dotycza podrozdziatu »Izolacja i hodowla komérek warstwy
ziarnistej”. W odniesieniu do czasu hodowli w tekdcie Doktorantka podaje, ze po 24
godzinnej preinkubacji do pozywki dodawano badane zwigzki i komorki hodowano 24
godziny, natomiast na schemacie do$wiadczen (rys.1, str. 47), na ktérym zostaly rozrysowane
kolejne naczynka z dodanymi odczynnikami, zaznaczono czas hodowli 48 godzin. Podobnie,
w podrozdzialach dotyczacych metodyki poszczegblnych oznaczen podano, ze materiat
zbierano po 48 hodowli. Wydaje sie, ze wlasciwszym byloby jednak podawanie jedynie czasu
ekspozycji na badane zwiazki, bez uwzgledniania czasu wstepnej preinkubacji komérek w
czystej pozywce. Zwlaszcza, ze w swoich badaniach Doktorantka poréwnuje dwa modele i
zaréwno w przypadku hodowli komérek ziarnistych jak i hodowli catych pecherzykow czas

ekspozycji na badane zwiazki byl taki sam i wynosit 24 godziny.



Chciatabym réwniez zwrécié uwage na fakt, iz w badaniach dotyczacych wplywu
zwiazkéw hormonalnie czynnych, takich Jak np. winklozolina, lepiej uzywaé pozywek bez
czerwieni fenolowej oraz surowicy poddanej procesowi usuniecia steroidéw poprzez
inkubacje z mieszaning wegla aktywnego i dekstranu. Jak wiadomo, barwnik czerwien
fenolowa ma wlasnoéci estrogenne, a wigc moze zaburzaé efekty dziatania zwigzkow
endokrynnie czynnych. Poza tym nigdzie nie podano informacji w jakim rozpuszczalniku
podawane byly badane zwiazki do hodowli, jakie ostatecznie stezenie rozpuszczalnika
zawieraly hodowle do$wiadczalne i czy zbadany byl wplyw stosowanych stezen
rozpuszczalnika na badane parametry. Nie znalazlam réwniez informacji jakie medium
stanowito kontrole prowadzonych doswiadczen dla poszczegblnych grup doswiadczalnych.
Znajomos¢ stezenia rozpuszezalnika w hodowlach doswiadczalnych jest tym bardziej istotna,
ze w doswiadczeniach komorkom i pgcherzykom jajnikowym podawano zaréwno samg
winklozoling, jak tez winklozoline lacznie z badanymi androgenami, co moglo skutkowaé
nawet podwojeniem ilosci rozpuszczalnika w hodowli. Natomiast graficzne przedstawienie
wynikéw doswiadczeni sugeruje, ze stosowano tylko jeden rodzaj kontroli.

Wybér stezenia winklozoliny (1,4 x 10 ) zastosowanego w badaniach Doktorantka
uzasadnia danymi literaturowymi oraz niepublikowanymi badaniami krzywej odpowiedzi na
dawke. Jednak nie cytuje ani adekwatnych pozycji literatury ani nie pisze w oparciu o jaki
parametr sporzadzana byta wspomniana krzywa odpowiedzi na dawke.

W podrozdziale przedstawiajacym metod¢ oznaczen aktywnosci kaspazy-3
Doktorantka blgdnie nazywa ja metoda ELISA. Z opisu natomiast wynika, ze postugiwata sie
metodg kolorymetryczna, stosujac substrat N-acetyl-asp-glu-val-asp p-nitroanilid, ktory pod
wplywem aktywnego enzymu przeksztalcany jest w barwny substrat mierzony
spektrofotometrycznie (str. 51, wiersze 19-25). Aby unikna¢ tego bledu wystarczylo siegnaé
do oryginalnej pracy Nicholson i wsp., 1995, w ktorej opisana zostata ta metoda przez jej
autorow.

Wyniki doswiadczen zostaty bardzo bogato zilustrowane. Zebrano je w postaci 29
tablic skomponowanych z mikrofotografii, wykreséw oraz zdje¢ zeli. Tablice I-IV dotycza
immunocytochemicznej lokalizacji oraz immunoekspresji receptoréw androgenowych w
komérkach ziarnistych oraz w $cianie catych hodowanych pecherzykow jajnikowych pod
wplywem winklozoliny, testosteronu i DHT. Tablice V-VIII przedstawiajg zmiany w
ekspresji receptoréw androgenowych na poziomie biatka oraz mRNA zobrazowane jako
zdjgcia membran, Zzeli oraz densytometrii. Tablice IX i X przedstawiajg wyniki dotyczgce

wplywu badanych zwigzkéw na proces steroidogenezy w komérkach ziarnistych jak rowniez



w catych pecherzykach. Pozostale tablice obrazuja wptyw wszystkich kombinacji badanych
zwigzkOw na parametry procesu apoptozy. Nalezy podkreslié, ze cala dokumentacja wynikow
rozprawy jest na doskonalym poziomie technicznym i potwierdza staranne przeprowadzenie
wszystkich eksperymentéw i szczegétowa analize uzyskanych wynikéw. Uswiadamia
rowniez ogrom pracy, réznorodno$¢ zastosowanych metod badawczych i wysoki stopien
trudnoscei w interpretacii otrzymanych wynikéw, z ktérymi musiata zmierzyé sie Doktorantka.

Dyskusja liczy 21 stron i podzielona zostata na trzy odrebne czesci. Przyznaje jednak,
ze czuj¢ pewien niedosyt, ze Doktorantka analizujgc wptyw winklozoliny na steroidogeneze i
apoptozg nie polgczyla tych zagadnien z aktywacjg receptora androgenowego i nie
przedyskutowata otrzymanych wynikoéw jako jednej catosci. Zwhaszeza, ze oprocz efektow
jakie w komodrkach pecherzyka jajnikowego wywoluje sama winklozolina wykazata réwniez
szalenie cieckawe interakcje tego antyandrogenu z testosteronem i dihydtotestosteronem.
Cytowana w dyskusji literatura pochodzi w wiekszosci z ostatnich lat i zostata umiejetnie
wykorzystana do zinterpretowania zaréwno wynikéw dotyczacych rozmieszezenia receptora
AR, jak i do opisania wieloczynnikowych proceséw, jakie wywoluje winklozolina w
komorkach jajnika.

Do najwazniejszych osiggnie¢ rozprawy Pani mgr Matgorzaty Knet zaliczam
wykazanie zwigzanego z receptorem androgenowym mechanizmu dzialania winklozoliny w
komoérkach pecherzyka jajnikowego $wini oraz okreslenie interakcji jakie zwiazek ten
wykazuje w stosunku do testosteronu i dihydrotestosteronu. Na szczegdlne uznanie zastuguje
wykonanie przez Doktorantke ogromnej pracy, ktérg whozyta w zbadanie zmian w lokalizacji,
ckspresji mRNA i ekspresji bialka tego receptora pod wplywem samej winklozoliny jak
réwniez w obecnosci dwoch androgenow: testosteronu i dihydrotestosteronu. Jednoczesnie
Doktorantka wykazata i zanalizowata dynamike zmian, jakie zachodza pod wplywem
winklozoliny, w sekrecji gléwnych hormonéw steroidowych produkowanych przez komérki
pecherzyka jajnikowego: progesteronu i estradiolu. Sg to pierwsze i jedyne, znane mi badania,
ktore w tak szczegétowy i kompleksowy sposéb wykazaly wzajemne interakcje pomiedzy
winklozoling a endogennie obecnymi androgenami. Jest to o tyle wazne iz w warunkach in
vivo, a wige dostajgc si¢ do organizmu winklozolina zawsze dziata w obecnoéci endogennych
androgenow.

W trakcie analizowania wynikéw nasuneto mi si¢ pewne spostrzezenie. Mianowicie w
swoich badaniach Doktorantka badata wplyw wiklozoliny na proces steroidogenzy postugujac
si¢ dwoma modelami badawczymi: hodowlami komérek warstwy ziarnistej oraz hodowlami

catych pecherzykow jajnikowych. W hodowlach rozproszonych komérek warstwy ziarniste;



wiklozolina hamowata sekrecje progesteronu i stymulowala uwalnianie estradiolu do pozywki
(str. 86, tablica IX). Autorka tlumaczy to stusznie wzrostem aktywnosci aromatazy. Na
potwierdzenie swojej tezy przywoluje badania Kelce i wsp. (1997), ktérzy wykazali
stymulacj¢ ekspresji i aktywnosci aromatazy pod wplywem winklozoliny w komérkach linii
kory nadnerczy szczura H295R. Z kolei, w hodowlach catych pecherzykow jajnikowych
Doktorantka wykazata, ze winklozolina zaréwno w pozywce jak i w plynie pecherzykowym
(str. 86, tablica IX oraz str 87, tablica X) zwigksza stezenie progesteronu a obniza ilogé
estradiolu w stosunku do kontroli i tym razem tlumaczy to zahamowaniem aktywnosci
aromatazy (str. 123, wiersze 9-13). Nie wyjasnia jednak skad moze wynikaé przeciwne
dziatanie winklozoliny w stosunku do aktywnosci aromatazy w komérkach pochodzacych z
tego samego narzadu. Nie moze to przeciez ono wynika¢ jedynie z réznic w samym tylko
modelu hodowli.

Kolejng cz¢s¢ rozprawy doktorskiej Pani mgr Knet stanowia badania dotyczace
wplywu winklozoliny na proces apoptozy komorek pecherzyka jajnikowego, ktore
dostarczyly duzo interesujgcych danych. Biorge pod uwage réznorodnosé zastosowanych
metod i badanych parametréw procesu apoptozy, ta cze$é¢ stanowi zamknieta i bardzo
obszerng catos¢, i moglaby zosta¢ w zasadzie samodzielnie przedstawiona do oceny jako
praca doktorska. Podsumowujgc wyniki dotyczgce badanych parametréw procesu apoptozy
Doktorantka formutuje tezg iz wiklozolina nie indukuje wewnetrzne] ani zewnetrznej Sciezki
apoptozy, a proces apoptozy uruchamia poprzez zatrzymanie cyklu komérkowego. Sugeruje
réwniez, ze u podstaw mechanizmu dziatania winklozoliny lezy intensywnie ostatnio badany
proces autofagii. Pozwole sobie jednak nie do korica zgodzi¢ z tym twierdzeniem. Moim
zdaniem na podstawie otrzymanych w niniejszej pracy wynikéw nie mozna wykluczy¢
indukowania procesu apoptozy poprzez uruchomienie $ciezki zewngtrznej czy wewngtrznej
gdyz Doktorantka zbadata jedynie wybrane czynniki biorace udzial w indukcji obu $ciezek
jak chociazby aktywacja receptora Fas. Interpretacja niektérych wynikow wydaje mi sie nie
do korca stuszna jak np. wykluczenie $ciezki mitochondrialnej na podstawie wzrostu
ekspresji kaspaz-9 czy spadku ekspresji bialek proapototycznych Bax. W tym ostatnim
przypadku analizujgc stosunek biatek antyapoptotycznych Bel-2 do biatek proapoptotycznych
Bax, mozna zauwazy¢, ze pod wplywem winklozoliny maleje on, co jest ewidentnym
markerem uruchomienia procesu apoptozy. Otrzymane wyniki moga réwniez sugerowac
nakladanie si¢ obu szlakéw, ewentualnic moga réwniez $wiadezyé o uruchamianiu
nieklasycznych szlakéw apoptozy takich jak szlak pseudoreceptorowy, sfingomielinowo-

ceramidowy czy wreszcie zwigzany ze stresem komorkowym i retikulum



endoplazmatycznym. Zwlaszcza, ze dane literaturowe potwierdzajg zdolno$é wiklozoliny do
generowania wolnych rodnikéw i wywolywania stresu oksydacyjnego, jak réwniez
indukowania zmian w wewnatrzkomérkowym poziomie jonéw wapnia, ktore mogg stanowié
sygnaly uruchamiajace proces apoptozy. Oczywiscie zweryfikowanie tego jak stusznie

zaznacza Doktorantka wymaga dalszych badaf.

Whiosek koncowy

Przedstawiona mi do oceny Rozprawa Doktorska Pani mgr Malgorzaty Knet stanowi
wartosciowy wkiad w poznanie efektéw i mechanizmu dziatania, a co za tym idzie zagrozen
jakie stwarza stosowany i obecny w $rodowisku fungicyd — winklozolina dla funkcji jajnika, a
tym samym dla proceséw rozrodezych ludzi i zwierzat. Praca zawiera wiele nowych
elementéw poznawczych i wiele cennych informacji, ktére zastugujg na opublikowanie w
renomowanych czasopismach o zasiggu miedzynarodowym. Autorka wlozyla bardzo duzo
pracy w opanowanie szeregu trudnych i pracochtonnych technik laboratoryjnych oraz w
przeprowadzenie licznych do$wiadczen. Ponadto wykazata bardzo dobrg znajomos¢ literatury
z zakresu tematyki prowadzonych badan. Moje uwagi krytyczne majg charakter
drugoplanowy i nie rzutuja na merytoryczng oceng pracy. Mialy one jedynie na celu pomdc w
przygotowaniu przysztych oryginalnych publikacji.

Podsumowujgc, stwierdzam niezaprzeczalng, wysoka warto$¢ rozprawy doktorskiej
pani mgr Matgorzaty Knet. W mojej ocenie pani mgr Malgorzata Knet juz wykazuje cechy
dojrzatego pracownika naukowego, o czym Swiadczy to, ze potrafita we wlasciwy sposéb
zaplanowa¢ i zrealizowaé trudne, zlozone i wieloaspektowe badania, stosujac réznorodne i
nowoczesne techniki badawcze.

Rozprawa doktorska pani mgr Matgorzaty Knet spelnia wymagania stawiane
rozprawom doktorskim w artykule 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o Stopniach
Naukowych i Tytule Naukowym oraz o Stopniach i Tytule w zakresie Sztuki (Dz. Ustaw z
2003 r., Nr 65 poz. 595., Dz. Ustaw z 2005 r., Nr 164, poz. 1365, Dz. Ustaw z 2011 r., Nr 84,
poz.455). Zatem wnoszg do Wysokiej Rady Wydziatu Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu
Jagielloniskiego o dopuszczenie Pani mgr Malgorzaty Knet do dalszych etapdéw przewodu

doktorskiego.
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