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Recenzja pracy doktorskiej mgr Patrycji Witek
pt. "Molekularne aspekty funkcjonowania jajnika dojrzalej plciowo $wini po neonatalnej ekspozyeji

na zwigzki o aktywnosci endokrynnej”

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Patrycji Witek zatytulowana “Molekularne
aspekty funkcjonowania jajnika dojrzalej pfciowo $wini po neonatalnej ekspozycji na zwiazki o aktywnosci
endokrynnej” zostata wykonana w Zaktadzie Endokrynologii Instytutu Zoologii i Badan Biomedycznych,
Wydziatu Biologii, Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie pod opieka Promotora naukowego Pani dr
hab. Katarzyny Knapczyk-Stwora, prof. UJ. Badania do pracy doktorskiej byty realizowane ze srodkow
Narodowego Centrum Nauki w ramach projektu badawczego OPUS nr 2015/19/B/NZ9/00420.

Podstawa ocenianej dysertacji jest spojny tematycznie cykl czterech oryginalnych publikacji
naukowych oraz poprzedzajace je polskojezyczne opracowanie. Przedstawione do oceny publikacje
naukowe, wymienione ponizej, ukazaty si¢ w latach 2020- 2022 w recenzowanych, miedzynarodowych
czasopismach, indeksowanych w bazie JCR (Jowrnal Citation Reports) oraz umieszczonych w wykazie
czasopism naukowych Ministerstwa Edukacji i Nauki (MEIN):

1. Witek P, Grzesiak M, Koziorowski M, Slomczynska 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 (IF =2,290; pkt. MEIN =

70)

2. Witek P, Grzesiak M, Kotula-Balak M, Koziorowski M, Slomczynska M, Knapczyk-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 (IF = 2,74; pkt. MEIN = 140)

3. Witek P, Enguita FJ, Grzesiak M, Costa MC, Gabriel A, Koziorowski M, Slomczynska M,
Knapczyk-Stwora K. Effects of neonatal exposure to methoxychlor on corpus luteum in gilts: A
transcriptomic analysis. Molecular Reproduction Development 2021;88(3):238-248 (IF = 2,609; pkt. MEIN

=100)

4. Witek P, Grzesiak M, Koziorowski M, Slomezynska M, Knapczyk-Stwora K. Long-term changes
in ovarian follicles of gilts exposed neonatally to methoxychlor: effects on oocyte-derived factors, anti-
miillerian hormone, follicle-stimulating hormone, and cognate receptors. International Journal of
Molecular Sciences 2022;23(5):2780. (IF = 5,923; pkt. MEIN = 140)
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Laczny wspdtezynnik oddziatywania (IF) czasopism, w ktorych opublikowano prace -bedace
podstawa ubiegania si¢ o nadanie stopnia doktora wynosi 13,562, a suma punktow Ministerstwa Edukacji i
Nauki to 450.

Nalezy podkresli¢, ze Pani mgr Patrycja Witek jest pierwszym autorem we wszystkich czterech
publikacjach, w tym w jednej z nich jest rowniez autorem korespondencyjnym. Zgodnie z dotaczonymi do
rozprawy doktorskiej o$wiadczeniami wszystkich wspotautorow publikacji, udziat Doktorantki w kazdej
z prac byl wiodacy, wynosit od 50 do 60% i polegal na przygotowaniu materiatu do badan, wykonaniu analiz
laboratoryjnych, opracowaniu i interpretacji wynikow oraz przygotowaniu pierwszej wersji manuskryptu
i udzielaniu odpowiedzi na pytania recenzentéw podczas procesu publikacyjnego. W zwiazku z tym,
znaczacy wklad Doktorantki w powstanie kazdej z prac nie budzi zadnych watpliwosci. .

Przedlozone do oceny publikacje sa tematycznie spojne 1 skupiaja si¢ wokol wyraznie
wyodrebnionego problemu, ktory dotyczy okreslenia wplywu narazenia/ ekspozycji na wybrane zwigzki
o aktywnosci endokrynnej (EACs) w okresie neonatalnym na funkcjonowanie ciatka zottego (CL) oraz
wybrane czynniki zaangazowane w regulacje folikulogenzy u dojrzatej piciowo $wini. Podjeta przez
Doktorantke tematyka badawcza jest w pelni uzasadniona i jest po czesci kontynuacja naukowych
zainteresowan Zespotu badawczego, w ktorym Doktorantka realizowata badania do pracy doktorskie;

Zwiazki o aktywnosci endokrynnej zaliczane sg do trwatych zanieczyszezen srodowiska, ktore budza
duze zainteresowanie i sg tematem licznych badan naukowych. Zwigzki te powstaja gléwnie jako produkt
uboczny przemystowej dzialalnosci cztowieka. Ich wysoka lipofilno$¢ i duza odpornos¢ na biodegradacjg,
pozwala na ich latwe rozprzestrzenianie sie w $rodowisku oraz bioakumulacje w tkankach organizmow
zywych, gdzie zaklécaja prawidlowe funkcjonowanie uktadu endokrynnego. Zwiazki te, nasladujgc lub
hamujac dzialanie endokrynnych hormonéw, destabilizuja homeostaze organizmu i prowadzg do zaburzenia
rownowagi hormonalnej, co w konsekwencji prowadzi do uposledzenia funkcji wielu uktadow, w tym
uktadu rozrodczego. Dotychczas wykazano, ze w uktadzie rodnym samicy, EACs moga zaburzac¢ proces
folikulogenezy, steroidogenezy, przebieg owulacji, implantacj¢ oraz rozwoj zarodka. Mechanizm dzialania
tych zwiazkéw u ludzi i zwierzat zwiazany jest najczgsciej z zaburzeniami sygnalizacji estrogenowej
i androgenowej, ktore sa przedmiotem badan w niniejszej pracy. Wezesniejsze badania Zespotu, w ktorym
Doktorantka realizowata prace doktorskg wykazaly, ze ekspozycja prosiat w okresie neonatalnym na
wybrane EACs zaburza formowanie oraz funkcjonowanie pecherzykow jajnikowych $wini, co moze
skutkowaé dysfunkcja jajnikéw. Najnowsze badania wskazuja, ze zaburzenie gospodarki hormonalnej przez
zwigzki endokrynnie aktywne, w krytycznym dla rozwoju jajnika okresie prenatalnym i neonatalnym moze
spowodowa¢ dtugotrwate skutki, ktére moga negatywnie wptywaé na funkcje rozrodeze w okresie
dojrzatosci plciowej. Diugotrwate efekty oddziatywania EACs na organizm sa prawdopodobnie Zwigzane ze

zmianami w mechanizmach epigenetycznych, jednak molekularny mechanizm tego dziatania na poziomie
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jajnika, nie jest w peini wyjasniony. Prawidlowe funkcjonowanie jajnikéw warunkuje prawidtowy przebieg
cyklu oraz zapoczatkowanie i utrzymanie cigzy dlatego tez. okreslenie wplywu EACs na jajnik oraz wybrane
procesy zaangazowane w funkcjonowanie tego narzadu, ktérych podjeta sie Doktorantka nalezy uzna¢ za
nowatorskie 1 istotne. Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Patrycji Witek wpisuje sig
w przedstawione zagadnienia. Ma ona na celu petniejsze poznanie roli i mechanizmu wpltywu zwigzkéw
o aktywnosci endokrynnej na rozw¢j i funkcjonowanie uktadu rozrodczego. Zagadnienia poruézane przez

Doktorantke sa aktualne i godne uwagi.

Ze wzgledu na fakt, ze zarowno strona merytoryczna, jak i wartos¢ naukowa przedstawionych do
oceny publikacji zostala potwierdzona przez Recenzentow i Edytorow czasopism, ktérzy zaakceptowali

prace do druku, oceniam je jedynie w aspekcie poznawczym i jako wkiad w rozwoj dyscypliny.

Badania do pracy doktorskiej przeprowadzono na jajnikach swin dojrzatych piciowo, ktére tuz po
urodzeniu poddano 10-dniowej ekspozycji na: propionian testosteronu (TP, androgen), flutamid (FLU,
antyandrogen), 4-tert-oktylofenol (OP, zwigzek o aktywnosci estrogenej), ICI 182,780 (ICI, antyestrogen)
lub metoksychlor (MXC, zwiazek o aktywnosci estrogennej, antyestrogennej i antyandrogennej). Od
zwierzat po osiagnieciu dojrzatosci piciowej pobrano osocze, ciatka zotte oraz pecherzyki jajnikowe, ktére
przeznaczono do dalszych analiz.

W pierwszej publikacji sktadajacej si¢ na rozprawe doktorska, opublikowanej w Domestic Animal
Endocrinology, Pani mgr Patrycja Witek podjefa sie oceny wptywu narazenia prosigt na TP, FLU, OP, ICI
i MXC w okresie neonatalnym, na morfologi¢ CL, profil lipidowy oraz stezenie hormondw steroidowych
(progesteronu, androstendionu, testosteronu, estronu i estradiolu) w osoczu dojrzatej plciowo Swini.
Doktorantka wykazata, ze badane zwigzki moduluja stezenie lipidéw oraz steroidéw w osoczu. Ponadto,
zaobserwowata hipertrofie i wakuolizacje komorek lutealnych oraz wzrost liczby kropli lipidowych po
ekspozycji prosiat na TP, FLU i ICI. Uzyskane wyniki wskazuja, Zze narazenie zwierzat na EACs w okresie
neonatalnym moze zmienia¢ réwnowage hormonalna i w ten sposob zaburza¢ morfologi¢ oraz funkcje CL
u dojrzatych swin. Ponadto, zwiazki endokrynnie aktywne moga wptywac na profil lipidowy osocza i tg
droga przyczynia¢ sie do rozwoju diugotrwatych zmian, ktére w konsekwencji prowadza do zaktocenie
procesu steroidogenezy u swin. )

Celem pracy opublikowanej w Theriogenology bylo okreslenie neonatalnego wpltywu badanych
zwiazkow o aktywnosci endokrynnej na globalng metylacje DNA oraz ekspresje metylotransferaz DNA,
w tym DNMTI, DNMT3A i DNMT3B, a takze bialek zaangazowanych w biogenez¢ miRNA (DROSHA,
DICERI, XPO5, AGO2) w ciatkach z6ttych dojrzatej piciowo $wini. Doktorantka wykazata, ze IC1 1 MXC
zwiekszyly globalng metylacje DNA oraz poziom biatka DNMT1 w CL. Wskazuje to, Zze zwigkszony

poziom metylacji DNA zwiazany jest ze wzrostem poziomu enzymu DNMT1 odpowiadajacego za metylacje
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DNA de novo, co moze prowadzi¢ do supresji gendéw w CL i zaburzenia funkcji tkanki lutealne;.
Stwierdzono réwniez, ze ekspozycja na FLU, OP i ICI zaburza ekspresje biatek zaangazowanych w
biogeneze miRNA. Uzyskane wyniki sugeruja, ze zmiany epigenetyczne, w tym zaburzona metylacja DNA
oraz biogeneza miRNA, moga by¢ czescia sieci regulacyjnej, ktéra posredniczy w dlugoterminowym
wplywie zwigzkow o aktywnosci endokrynnej na funkcje ciatka zotego u swini.

Kolejna publikacja zamieszczona w Molecular Reproduction and Development, miata na celu
okreslenie neonatalnego wplywu metoksychloru na: (a) profil ekspresji miRNA oraz mRNA w CL $wini
oraz (b) poziom hormonoéw steroidowych oraz prostaglandyn PGF2 i PGE2 w tkance lutealnej dojrzatych
swin. Doktorantka wykazata, ze neonatalna ekspozycja na MXC spowodowata zmiany w stezeniu
androstendionu 1 estronu oraz PGE2 w CL. Ponadto, przy zastosowaniu metody sekwencjonowania nowej
generacji oraz wielostopniowego algorytmu bioinformatycznego, zidentyfikowata 53 miRNA oraz 359
gendw o zmienionej ekspresji w CL w odpowiedzi na neonatalne dziatanie MXC. Analizy funkcjonalne
wskazaty, ze dziatanie metoksychloru zaburza funkcjonowanie CL poprzez wpltyw na ekspresje gendow
zwigzanych =z lipogeneza, steroidogeneza, transportem blonowym, odpowiedzia immunologiczng,
sygnalizacjg komorkowa oraz adhezja. Nalezy zaznaczyé, ze Doktorantka wykazata réwniez wzrost ekspresji
genéw zwigzanych z luteolizg, co wskazuje, Ze neonatalna ekspozycja na MXC moze prowadzi¢ do
przedwczesnej luteolizy strukturalnej u swin dojrzatych piciowo. Dodatkowo, Pani mgr Patrycja Witek
wykazata zmiany w profilu ekspresji miRNA, co sugeruje, Zze czasteczki te moga by¢ mediatorami
dlugotrwatego efektu dziatania MXC w CL. Uzyskane wyniki poszerzaja wiedze o mozliwych drogach
dziatania metoksychloru w jajniku swini.

Czwarta praca zgloszona do oceny ukazata sie w International Jowrnal of Molecular Sciences
i miata na celu okreslenie wplywu narazenia na MXC w okresie neonatalnym na poziom hormonu
antymullerowskiego (AMH) i hormonu folikulotropowego (FSH) w osoczu oraz ekspresje i lokalizacje
czynnikow majacych znaczenie w folikulogenezie, takich jak: czynnik wzrostu i réznicowania 9 (GDF9),
biatko morfogenetyczne kosci 15 (BMP15), hormon AMH i ich receptoréw (ACVRI, AMHR2, BMPRIA,
BMPRIB, BMPR2, TGFBR1), oraz hormon folikulotropowy (FSH) i jego receptor (FSHR) w pecherzykach
przedantralnych 1 matych antralnych dojrzalej piciowo Swini. Doktorantka stosujgc  testy
immunoenzymatyczne oraz analizy real-time PCR, western blot i immunohistochemiczne wykazata, ze
neonatalna ekspozycja na MXC zmienia profil ekspresji czynnikéw GDF9, BMP15, AMH oraz ich
receptoréw, a takze zmienia poziom FSH i jej receptora w pecherzykach przedantralnych i antralnych.
Zaburzenie sygnalizacji GDF9, BMP 15, AMH i FSH w jajniku dojrzalej ptciowo $wini moze prowadzi¢ do
przyspieszenia wstepnej, jak i zakldcenia cyklicznej rekrutacji pecherzykéw jajnikowych u swin dojrzatych

plciowo. Obserwowane zmiany moga prowadzi¢ w konsekwencji do nieprawidtowosci w procesie owulacji.
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Lektura publikacji byta dla mnie satysfakcjonujaca i nie mam zadnych uwag merytorycznych. Dane
przedstawione w publikacjach majg charakter nowatorski, a informacje w nich zawarte wzbogacaja wiedze
na temat roli zwigzkéw o aktywnosci endokrynnej w rozwoju i funkcjonowaniu uktadu rozrodezego samicy.
Ich wartos¢ poznawcza jest bardzo wysoka, o czym $wiadezy fakt ich opublikowania w renomowanych

czasopismach naukowych o tematyce obejmujacej biologie 1 endokrynologie rozrodu.

Jak wspomniatam, oryginalne prace badawcze, ktére skfadaja si¢ na rozpraweg, opatrzone sag
obszernym, 107-stronicowym, opracowaniem w jezyku polskim, w sktad ktérego wchodzi: streszczenie
w jezyku polskim i angielskim, wykaz publikacji, wstep, hipoteza naukowa i zadania badawcze, model
badawczy, publikacje wchodzgce w sktad rozprawy doktorskiej wraz z podsumowaniem kazdej publikacji,
kopia publikacji oraz oswiadczeniami wspodtautoréw, dyskusja, podsumowanie i wnioski oraz wykaz
wybranych pozycji bibliografii (86). Chcialabym podkreslic, ze ta czes¢ pracy zostala przygotowana
z niezwykta dbatoscig o szczegodty, bardzo starannie i estetycznie pod wzgledem jezykowym i edytorskim.
Swiadezy to o ogromnej pracy jaka Doktorantka wykonala w czasie przygotowania tego opracowania oraz
zdolnoscia poprawnego i przejrzystego posfugiwania sig jezykiem polskim.

We Wstepie bedacy syntetycznym przegladem literatury, Doktorantka wyczerpujaco przedstawita
dotychczasowy stan wiedzy w zakresie omawianego zagadnienia. Szczegdtowo opisata funkcje jajnika,
proces folikulogenezy i owulacji oraz czynniki regulujace omawiane procesy. Ponadto, przedstawita
powstawanie
i role ciatka zottego, czynniki oraz mechanizmy epigenetyczne zaangazowane w regulacj¢ funkcjonowania
CL. z uwzglednieniem procesu metylacji DNA oraz biogenezy miRNA. Opisata réwniez EACs oraz ich
wplyw na procesy rozrodcze. Doktorantka zwrdcita uwage na brak danych dotyczacych okreslenia wptywu
neonatalnego narazenia na EACs na funkcjonowanie jajnikéw $wini domowej u osobnikow dojrzatych
plciowo. Rozdziat ten jest napisany dojrzale i doskonale prowadzi do postawionej hipotezy badawczej oraz
celu pracy, co swiadczy o pelnym zrozumieniu tematu przez Doktorantke. Hipoteza naukowa oraz cel pracy
zostaly poprawnie sformutowane. Wyrdznione zostaly cztery zadania badawcze, ktére nastepnie byly
konsekwentnie realizowane. Opis Materialu badawczego wykorzystanego w doswiadezeniach jest
przejrzysty, jednak zabrakto wg mnie chociaz skondensowanego przedstawienia zastosowanych metod
badawczych. Szczegdtowe opisy metod znajduja sie w zataczonych publikacjach, ale uwazam, ze informacje
te powinny sie znaleZé w opracowaniu polskojezycznym rozprawy: Nalezy podkresli¢ roznorodnos¢
wykonanych analiz, co $§wiadczy o opanowaniu przez Doktorantke nowoczesnego i Zmudnegg warsztatu
badawczego. Stosowane metody to m.in.: analiza ekspresji genow metoda real-time PCR, analiza ekspresji
biatek metoda Western-blot, sekwencjonowanie nowej generacji wraz z bioinformatyczng analizg danych,
barwienia histologiczne i immunohistochemiczne, analizy kolorymetryczne, immunoenzymatyczne

i radioimmunologiczne do oznaczenia koncentracji hormonéw. W rozdziale Dyskusja Doktorantka opisata
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w skondensowanej formie najwazniejsze wyniki zawarte w poszczegdlnych pracach stanowiagcych rozprawe
doktorska oraz analizowata je odnoszac do badan innych Autorow, co wskazuje na bardzo dobra znajomos¢
problematyki zwigzanej z tematem przedstawionej dysertacji. Opracowanie zamyka podsumowanie oraz
cztery wnioski, ktore w jednoznaczny sposob pokazuja na zrealizowanie postawionych celow pracy
i stanowia istotny wkitad w dotychczasowg wiedze na temat wptywu narazenia na EACs w okresie
neonatalnym na funkcjonowanie CL oraz wybrane czynniki zaangazowane w regulacje folikulogenezy
u dojrzatych piciowo swin. Po przeczytaniu opracowania nasungly mi si¢ nastgpujace pytania dotyczace
pracy:

1. W Podsumowaniu na stronie 98. pojawia sie sugestia, ze ,,dtugotrwale skutki narazenia na MXC moga
wynika¢ z nieprawidlowego profilu ekspresji miRNA™. Jakie badania zaplanowalaby Pani, Zeby
potwierdzi¢ t¢ sugestig?

2. Jaki problem badawczy, ktory wytonit sie trakcie realizacji badan, uwaza Pani za najbardziej
interesujacy 1| wymagajacy dalszych analiz?

Za najwazniejsze osiggnigcie rozprawy doktorskiej Pani mgr Patrycji  Witek uznaje:

(1) wykazanie, Ze neonatalna ekspozycja na zwiazki o aktywnosci endokrynnej ma dlugotrwate skutki
prowadzace do: (a) zmian w morfologii oraz funkcjonowaniu CL, ktérych przyczyna mogg byc
nieprawidlowosci w profilu lipidowym osocza, oraz zmiany epigenetyczne w CL ., w tym zaburzona
metylacja DNA i biogeneza miRNA; (b) zaburzen poziomu prostaglandyn oraz funkcji steroidogennej CL,
co moze powodowal przedwczesna luteolizg; oraz (c) przyspieszonej wstepnej rekrutacji i zaburzonej

cyklicznej rekrutacji pecherzykéw jajnikowych u dojrzatych ptciowo $wini;

(2) potwierdzenie, ze okres neonatalny jest krytyczny dla prawidtowego funkcjonowania jajnikoéw po

uzyskaniu dojrzatosci ptciowej; oraz

(3) wykazanie ze zaburzenie réwnowagi hormonalnej w okresie neonatalnym, poprzez obecne
w srodowisku zwiazki o aktywnosci endokrynnej ma dlugotrwate konsekwencje, mogace prowadzi¢ do

nieprawidtowosci w procesie folikulogenezy i funkcjonowaniu ciatka z6ttego Swini.

Podsumowujge, rozprawe Pani mgr Patrycji Witek oceniam bardzo wysoko. Stanowi ona
oryginalne, interesujace i kompleksowe opracowanie dostarczajace nowych informacji na temat dziatania
zwiazkow endokrynnie czynnych w regulacji funkcji jajnika s$wini. Podjeta tematyka jest aktualna
i nowatorska, a uzyskane wyniki wzbogacaja w znaczacy sposob dotychczasowa wiedzg z zakresu biologii
rozrodu. Uzyskane wyniki badan stanowia nie tylko warto$¢ poznawcza, ale sa réwniez podstawg do
planowania i prowadzenia kolejnych interesujacych eksperymentow. Nalezy podkresli¢, ze przeprowadzone
badania wymagaly od Doktorantki zastosowania ztozonych, czasochtonnych procedur doswiadczalnych in

vivo oraz in vitro oraz duzego zaangazowania. Doktorantka wykazata si¢ szeroka wiedza z zakresu tematyki
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prowadzonych badan oraz nowatorskim warsztatem badawczym.
WNIOSEK KONCOWY

Z petnym przekonaniem uznaje, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Patrycji Witek
pt: "Molekularne aspekty funkcjonowania jajnika dojrzalej plciowo $wini po neonatalnej ekspozycji na
zwigzki o aktywnosci endokrynnej” spenia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018r.
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (t.j. Dz. U. z 2018, r. poz.1668 z pozn. zm.) stawiane kandydatom
ubiegajacym si¢ o uzyskanie stopnia naukowego doktora. Dlatego tez, zwracam si¢ do Wysokiej Rady
Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie, z wnioskiem 0 przyjecie
rozprawy doktorskiej Pani mgr Patrycji Witek oraz dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapdw przewodu
doktorskiego.

Jednoczesnie, z uwagi na wysokg warto$¢ merytoryczng dysertacji oraz oryginalnosé¢ uzyskanych
wynikéw, co znajduje odzwierciedlenie w opublikowaniu ich w czasopismach o $wiatowym zasiggu,
przedktadam Wysokiej Radzie Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie

wniosek o wyroéznienie recenzowanej rozprawy doktorskiej.
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dr hab. Magdalena Kowalik



