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Ocena pracy doktorskiej mgr Agnieszki Sadowskiej pt. ”Zmiany w
transkryptomie komoérek ziarnistych linii AVG-16 poddanych dzialaniu
2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioksyny (TCDD)”

W ciagu ostatnich kilkudziesieciu lat dioksyny, zaliczane do trwatych
zanieczyszczen organicznych, budzg bardzo duze zainteresowanie i sg tematem
licznych badan naukowych. Bezposrednim, znaczagcym zroédtem tych
zwiazkow sg procesy spalania substancji organicznych, w tym tworzyw
sztucznych, zawierajacych w swoim sktadzie chlor. Wsérod dioksyn najwigksza
toksycznos$cig dla organizmow zywych charakteryzuje sie 2,3,7,8-
tetrachlorodibenzo-p-dioksyna (TCDD). Ze wzgledu na swojg lipofilnos¢ i
brak efektywnych mechanizméw pozwalajacych na sprawng detoksykacje,
dioksyny ulegaja bioakumulacji w §rodowisku i w zywych organizmach.
Cztowiek moze zosta¢ narazony na ich dziatanie poprzez kontakt ze skazong
wodg, powietrzem, a takze, w gldwnej mierze, w wyniku spozycia
zanieczyszczonej zywnosci pochodzenia zwierzecego i roslinnego.
Mediatorem efektéw toksycznego dziatania dioksyn jest receptor
weglowodoréw aromatycznych (AhR), ktéry wraz z jego jadrowym
przeno$nikiem (ARNT) tworzy kompleks bedacy czynnikiem
transkrypcyjnym, aktywujacym ekspresje gendw. Z uwagi na fakt, ze dioksyny
mogg zaburza¢ produkcje 1 dzialanie hormonow steroidowych, jednym z
wazniejszych miejsc ich aktywnosci jest uktad rozrodczy. Przedstawiona mi do
recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Agnieszki Sadowskiej doskonale
wpisuje si¢ w te zagadnienia. Ma ona na celu pelniejsze poznanie
molekularnych mechanizmow toksycznosci indukowanej przez TCDD w
jajniku. Zagadnienia poruszane przez Doktorantke sg jak najbardziej aktualne i
godne uwagi, a dodatkowym walorem pracy jest wykorzystanie nowoczesnej
metody wysokoprzepustowego sekwencjonowania nast¢pnej generacji w celu

poznania struktury genow AhR 1 ARNT u §wini oraz okreslenia
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kompleksowych zmian w transkryptomie komorek ziarnistych linii AVG-16
poddanych dziataniu TCDD.

Przedstawiona do oceny praca ma forme spojnego tematycznie zbioru
trzech artykutow opublikowanych w latach 2015 (jedna publikacja) i 2017
(dwie publikacje) w recenzowanych, miedzynarodowych czasopismach
naukowych, indeksowanych w bazie JCR (Journal Citation Reports), o
sumarycznym wspotczynniku oddziatywania (Impact Factor) 5,639 1 70
punktach MNiSW. Dwie z oryginalnych prac, opublikowane w Journal of
Genetics 1 Chemosphere, zawieraja rowniez dane uzupetniajace do artykutow
(tzw. Supplementary data), ktérych niestety nie dotaczono do rozprawy. Na
szczegolne podkreslenie zastuguje fakt, ze we wszystkich publikacjach
Doktorantka jest pierwszym autorem, a w dwdch pracach rowniez autorem
korespondencyjnym. Wszystkie powyzsze prace sg wieloautorskie — licza od
o$miu do jedenastu wspodtautorow, co jest zrozumiate w Swietle ilosci wynikow
oraz ich szczegdlowego 1 kompleksowego opracowania. Zgodnie z
dotaczonymi do rozprawy doktorskiej oswiadczeniami wszystkich
wspotautoréw publikacji, udziat Doktorantki w kazdej z prac byl dominujacy i
polegal na opracowaniu koncepcji oraz metodyki badan, wykonaniu analiz
laboratoryjnych, interpretacji i opracowaniu wynikow oraz przygotowaniu

publikacji do druku.

Powyzsze publikacje stanowig logiczny uktad, a ich tematyka
konsekwentnie dazy do weryfikacji hipotezy badawczej zaktadajacej, ze
transkryptomy komorek kontrolnych i poddanych dziataniu TCDD ro6znig sig.
W pierwszej pracy stanowigcej rozprawe doktorska, Doktorantka podjeta si¢
zbadania cech fenotypowych, biochemicznych i molekularnych
wyprowadzonej z komorek ziarnistych jajnika §wini linii AVG-16, w celu
okreslenia jej przydatnosci do badan wptywu czynnikéw srodowiskowych na
funkcjonowanie komorek ziarnistych. Doktorantka wykazata, ze wykorzystane
w dalszych badaniach, komorki linii AVG-16 stanowig doskonaty model
doswiadczalny. Celem kolejnej pracy byto zbadanie struktury 1
chromosomowej lokalizacji gendw AhR 1 ARNT u $wini przy zastosowaniu
innowacyjnej metody sekwencjonowania nast¢pnej generacji. Doktorantka
wykazata wystepowanie wariantow cDNA AhR 1 ARNT, co moze wptywac na
specyficzng dla danej komorki odpowiedz na okreslony ligand. Wyniki z
dwoch pierwszych publikacji umozliwily realizacje gtdwnego celu rozprawy
doktorskiej, ktorym byto zbadanie zmian zachodzacych w transkryptomie
komorek linii AVG-16 poddanych dziataniu TCDD. Rezultaty tych ostatnich

badan zamieszczono w trzeciej publikacji stanowigcej rozprawe doktorska, w



moim mniemaniu najistotniejszej. Doktorantka wykazata w niej, rowniez przy
zastosowaniu sekwencjonowania nastgpnej generacji, ze TCDD moze zaburza¢
funkcjonowanie pecherzykow jajnikowych $wini poprzez wptyw na ekspresje
genow zwigzanych z proliferacja, réznicowaniem oraz cyklem komorkowym

komorek ziarnistych.

W czasie lektury wszystkich, wczesniej juz recenzowanych prac, nie
znalaztam elementow problematycznych, czy wzbudzajacych watpliwosci.
Chcialabym jedynie zwroci¢ uwagg, ze lepsza kontrola negatywna w reakcji
immunofluorescencyjnej, od ominigcia przeciwciala pierwszorzgdowego, jest
zastosowanie nieimmunizowanej surowicy pochodzacej od gatunku

zwierzecia, od ktorego pochodzi przeciwciato pierwszorzedowe.

Oryginalne prace badawcze, ktore sktadajg si¢ na rozprawe, opatrzone
sg obszernym, 39. stronnicowym omowieniem zawierajgcym: streszczenie w
jezyku polskim 1 angielskim, spis publikacji sktadajacych si¢ na rozprawe
doktorska, wstep bedacy syntetycznym przegladem literatury, cele pracy,
materiaty 1 metody, wyniki 1 wnioski oraz wykaz wybranych pozycji
bibliografii w liczbie 81.

W krotkim, szesciostronnicowym wstepie Doktorantka przedstawita w
bardzo przejrzysty sposob zagadnienia bedace podstawa rozprawy doktorskie;.
Rozdziat ten napisany jest bardzo dojrzale, co wskazuje na dobre zapoznanie
si¢ z tematem. Doktorantka zwrocita uwage na brak danych dotyczacych
chromosomowej lokalizacji genéw AhR 1 ARNT oraz pelnej sekwencji ich
transkryptow u §wini, jak rowniez niewiele informacji dotyczacych komorek
linit AVG-16. Moja jedyna uwaga dotyczy braku cytacji odnoszacej si¢ do

zsekwencjonowania genu AhR u bezkrggowcow 1 kregowcow (strona 8).

Cel pracy, opisany wczesniej, zostat jasno sformutowany, a nastgpnie
konsekwentnie realizowany. Aczkolwiek zabraklo mi wyjasnienia dlaczego
jako model badawczy zastosowano §wini¢. Odpowiedz na to pytanie mozna
znalez¢ w dotaczonych publikacjach, ale uwazam, ze informacja ta jest istotna

1 powinna znalez¢ si¢ rowniez w opisie celow pracy dotagczonego opracowania.

Bardzo doktadny opis metodyki prowadzonych badan zajmuje az 11
stron. Wydaje si¢, ze w wielu miejscach wystarczytoby odestanie czytelnika do
odpowiednich publikacji, w ktérych zawarte sg wyczerpujace opisy
poszczegbdlnych metod. Natomiast szczegolng uwage zwraca tutaj ilos¢ 1
roznorodno$¢ wykonanych analiz, co §wiadczy o opanowaniu przez

Doktorantke nowoczesnego warsztatu badawczego. Stosowane metody to:



hodowla in vitro linii komorkowej AVG-16 1 limfocytéw, analiza
morfologiczna komorek, metoda radioimmunologiczna, elektroforeza
kapilarna, analiza ekspresji genow metodg real-time PCR, fluorescencyjna
hybrydyzacja in situ, analiza ekspresji biatek metoda Western-blot,
immunocytofluorescencyjna lokalizacja biatek, sekwencjonowanie nastgpne;j

generacji z bioinformatyczng analizg danych.

W rozdziale ,,Wyniki” opisano w skondensowanej formie wyniki
zawarte w trzech pracach stanowiacych rozprawe doktorska. Rozdziat ten
podzielono na podrozdziaty, z ktorych kazdy dotyczyt osobnej pracy
badawczej sktadajacej si¢ na rozprawe i zostal zakonczony krotkim

podsumowaniem.

Polskojezyczne opracowanie zamyka pie¢ wnioskow, ktore w
jednoznaczny sposob pokazuja na zrealizowanie postawionych celow pracy 1
stanowig istotny wktad w dotychczasowa wiedz¢ na temat toksycznego
dziatania TCDD. Za najwazniejsze osiagnigcie rozprawy doktorskiej Pani mgr
Agnieszki Sadowskiej uznaje wykazanie, ze (1) komorki linit AVG-16
stanowig dobry model doswiadczalny do badania wptywu czynnikéw
srodowiskowych na jajnik, (2) wystepowanie wariantow AhR i ARNT moze
by¢ jednym z sposobdw determinowania specyficznej odpowiedzi komorki na
dioksyny, (3) TCDD moze zaburza¢ funkcjonowanie pgcherzykow
jajnikowych $wini poprzez wptyw na ekspresje gendw zwigzanych z
proliferacja, roznicowaniem, cyklem komorkowym, a takze moze powodowac
atrezje pecherzykow jajnikowych wywotujac §mieré komorek ziarnistych na

drodze innej niz apoptotyczna.

PODSUMOWANIE

Po przeczytaniu pracy doktorskiej nie mam zadnych watpliwosci, ze
uzyskane przez Doktorantke interesujace, pionierskie i kompleksowe wyniki
poszerzaja dotychczasowa wiedz¢ na temat mechanizmu dziatania TCDD w
jajniku. W mojej ocenie rozprawa jest bardzo wartosciowa, w ktorej widac
dobry plan badawczy i konsekwentna realizacje eksperymentow. Swiadczy to o
dojrzatosci naukowej Autorki i o jej dobrym przygotowaniu merytorycznym i
warsztatowym. Co wigcej, prezentowane wyniki stanowig podstaweg do
dalszych badan, zmierzajacych do petiejszego poznania mechanizméw
toksycznego dziatania ksenobiotykéw. Poza kilkoma zamieszczonymi powyzej

uwagami, ktore nie umniejszajg wartosci pracy, a wynikaja jedynie z



obowiazku recenzenta, chciatlabym, zeby Doktorantka odniosta si¢ do zalet 1

wad/ograniczen metody sekwencjonowania nastepnej generacji.
WNIOSEK KONCOWY

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Agnieszki
Sadowskiej: ,,Zmiany w transkryptomie komorek ziarnistych linii AVG-16
poddanych dziataniu 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioksyny (TCDD)” spetnia
warunki okreslone w artykule 13 Ustawy 1 z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych 1 tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U.
Nr 65, poz. 595; z p6zniejszymi zmianami) stawiane pracom doktorskim 1 w
zwiazku z powyzszym zwracam si¢ do Wysokiej Rady Wydziatu Biologii i
Biotechnologii Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie z
wnioskiem o dopuszczenie mgr Agnieszki Sadowskiej do dalszych etapow
przewodu doktorskiego. Ponadto z uwagi na wysoka warto$¢ merytoryczng
dysertacji 1 oryginalno$¢ uzyskanych wynikéw wnioskuje o wyrdznienie

recenzowanej przeze mnie rozprawy doktorskiej stosowna nagroda.
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