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Procesy rozrodu sa przedmiotem zainteresowania wielu zespoléw badawczych.
Zachowanie fizjologicznego stanu organizmu stanowi jeden z gltéwnych elementow
decydujacych o prawidlowej plodnosci meskiej. Sprawne funkcjonowanie rozrodu zwigzane
jest ze ztozonym i powigzanym ze soba systemem regulacji przebiegajagcym na poziomie
molekularnym, komérkowym, narzagdowym i catego organizmu.

Wyjasnienie niektorych zjawisk towarzyszacych procesom reprodukcyjnym, réwniez w
aspekcie molekularnym, pozwoli na podniesienie meskiej wydajnosci rozrodczej. Bez
watpienia jednym z gléwnych czynnikoéw warunkujacych odpowiednig plodnos$é jest
prawidlowy przebieg procesu spermatogenezy. Zaktdcenia tego procesu poprzez réznego
rodzaju czynniki Srodowiskowe skutkuja obnizeniem warto$ci biologicznej plemnikéw, co w
koncowym efekcie obniza plodnosé. Czynnikami wplywajacymi negatywnie na przebieg
spermatogenezy s3, mi¢dzy innymi, réznego rodzaju srodki farmakologiczne, w tym leki
antydepresyjne. W tym wlasnie obszarze nauki miesci sie dysertacja mgr Przemystawa Solka.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska zawiera 154 strony maszynopisu, w tym 61
rycin, 5 tabel i 161 pozycji pimiennictwa, z czego tylko 1 to publikacja polskojezyczna.
Wiekszo$¢ prac opublikowano w ostatnich kilku latach w renomowanych czasopismach
naukowych.

Praca doktorska mgr Przemystawa Sotka posiada typowy charakter dla tego rodzaju
opracowan naukowych i podzielona jest na nastgpujace rozdziaty: Streszczenie (4 strony- w

jezyku polskim i angielskim), Wykaz skrétéw (3 strony), Wstep (9 stron), Cel i hipoteza



badawcza (1 strona) Materiaty i metody (24 strony), Wyniki (79 stron), Dyskusja (15 stron),
Whioski (1 strona), Pismiennictwo (12 stron).

We wstepie dysertacji, podzielonym na 3 podrozdzialy, Autor w sposob jasny
wprowadza czytelnika w zagadnienia bedace przedmiotem rozprawy doktorskiej. W rozdziale
tym przedstawil, miedzy innymi, definicje depresji, scharakteryzowat leki przeciwdepresyjne
opisujac ich mechanizm dzialania oraz opisal sutki uboczne dzialania lekow
przeciwdepresyjnych. W mojej opinii rozdzial ten powinien by¢ uzupelniony o opis procesu
spermatogenezy, gdyz zaburzenia tego procesu przez leki antydepresyjne byly glownym celem
niniejszego opracowania. Autor jedynie bardzo zdawkowo wspomina o tym procesie w
rozdziale dyskusja na stronach 127, 134 i 135. Uwaga ta nie obniza jednak wysokiej wartosci
merytoryczne dysertacji. Proponuje jej uwzglednienie przy przygotowywaniu pracy do druku.

Na zakonczenie tego rozdzialu Autor okresla precyzyjnie hipoteze badawcza oraz,
zgodny z tytulem dysertacji, cel pracy, ktory konsekwentnie realizuje poprzez zastosowanie
bardzo nowoczesnych metod i technik analitycznych.

Te czgs¢ pracy, podobnie jak pozostale, oceniam wysoko, co $wiadczy o doskonatym
przygotowaniu Autora do prowadzenia badan w prezentowanym obszarze nauki.

Rozdzial Materialy i metody obejmuje bardzo szczegdélowy opis  kilkunastu
eksperymentéw doskonale przemyslanych i przeprowadzonych, ktére dobrze koresponduja z
celami badawczymi postawionymi przez doktoranta. Badania obejmujg eksperymenty in vitro
(hodowle komorkowe).

Bezdyskusyjna zaleta ocenianej pracy jest zastosowanie w niej bardzo nowoczesnych
technik analitycznych takich jak: ocena aktywnosci metabolicznej komorek, oznaczanie
réwnowagi redoks, ocena zmian morfologicznych i przemian energetycznych komorek, analiza
profilu cyklu komdérkowego, analiza ekspresji genéw na poziomie mRNA (Real — Time PCR),
analiza poziomu syntezy wybranych biatek (technika Western Blot), analiza uszkodzen DNA
komorek (metoda Tunel), ocena zywotnosci komorek (barwienie fluorescencyjne), lokalizacja
receptora alfa-2-adrenergicznego oraz transportera serotoniny metodg immunohistochemiczng
oraz immunofluorescencyjng. Na uwage zastuguje rowniez zastosowanie unikalnej aparatury
badawczej, szczegdlnie cytometru obrazowego InCell Analyzer 20000.

Zastosowane metody statystyczne nie budza zastrzezen.

Postugujac si¢ wymienionymi metodami 1 technikami laboratoryjnymi, w
najobszerniejszym rozdziale dysertacji Wyniki, doktorant w sposéb bardzo szczegbtowy,

jasny i przejrzysty przedstawit otrzymane rezultaty, udokumentowane starannie opracowanymi



graficznie, bardzo czytelnymi rycinami. Sposoéb dokumentacji otrzymanych wynikéw
zasluguje na uznanie i nie budzi zadnych watpliwosci.

W rozdziale Dyskusja doktorant dokonal precyzyjnej analizy uzyskanych wynikow
badan, poréwnujac je z rezultatami badan innych autoréw oraz w oparciu o wlasng wiedze.
Autor pracy wykazal si¢ doskonala znajomoscig cytowanej literatury przedmiotu, a takze
umiejetnoscia swobodnego jej wykorzystania w konfrontacji w wynikami badan wiasnych.
Niewatpliwag zaleta tej czgsci pracy jest wyjasnienie molekularnych mechanizmow dotyczacych
nieodwracalnych zaburzen w przebiegu spermatogenezy poprzez uszkodzenie komorek
plemnikotworczych pod wplywem wybranych lekéw antydepresyjnych, co w koncowym
efekcie skutkuje obnizeniem ptodnosci meskiej.

Na zakonczenie pracy, w rozdziale Wnioski doktorant w sposob syntetyczny prezentuje
otrzymane wyniki w postaci 6 wnioskow, ktore w pelni odzwierciedlajg otrzymane wyniki.
Wedlug recenzenta niektdére z nich wymagaja jednak przeredagowania badz uzupelnienia. We
wnioskach 112 (str. 141) nalezaloby podac jakich komorek dotyczg przedstawione zaburzenia.
Z kolei we wniosku nr 4 doktorant napisat ,,Wykazano, Ze nastepstwem utrzymujgcego sie
stresu oksydacyjnego jest uposledzenie funkcji mitochondriow...”. Pragne zaznaczy¢, ze
doktorant nie okre$lal statusu mitochondriéw, a oznaczal jedynie zawartos¢ ATP w
analizowanych komoérkach. Te dwa parametry nie zawsze ze soba korelujg. Dopiero
zastosowanie odpowiedniej metody okreslania statusu mitochondriéw (np. barwienie komorek
z zastosowaniem kombinacji fluorochroméw J-C1/PI) datoby odpowiedz, czy rzeczywiscie
doszto do upos$ledzenia funkcji mitochondriow. Uwaga ta dotyczy rowniez sformulowania
uzytego w rozdziale dyskusja (str. 131), gdzie autor napisat ,,Uzyskane wyniki mogg $wiadczy¢
o postepujacym uposledzeniu funkcji mitochondriow...”

W trakcie studiowanie pracy nasunety mi sie nastepujgce uwagi i pytania, ktore dotycza
glownie rozdziatu Dyskusja:

1. Na stronie 129 (7 wiersz od dotu) doktorant uzyt sformutowania ,,uszkodzenia DNA
nasienia”, chyba chodzilo to u uszkodzenia DNA plemnikéw, poniewaz nasienie
stanowia meskie komorki rozrodcze i wydzieliny jader i dodatkowych gruczoléw
plciowych. Na tej samej stronie uzyto sformulowania ,reakcja akrosomalna”,
prawidtowo powinno by¢ reakcja akrosomowa.

2. Na stronie 129 (koniec strony) i 130 (poczatek strony) doktorant napisat ,,Ponadto
wykazano, ze RTF oraz RFA inaktywujg kilka kluczowych enzyméw zwigzanych z
obrong antyoksydacyjng plemnikéw (peroksydaza glutationowa, dysmutaza

ponadtlenkowa i1 dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa)...” Pragne wyjasnié, ze do
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triady enzymoéw antyoksydacyjnych chronigcych plemniki przed uszkodzeniami obok
dysmutazy ponadtlenkowej oraz peroksydazy glutationowej nalezy takze katalaza.
Udzial dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej w tych procesach jest drugorzedny, a
zasadniczg funkcjg tego enzymu jest przeksztalcanie glukozo-6-fosforanu w 6-
fosfoglukonian w cyklu pentozo-fosforanowym.

3. Nastr. 130 (13 wiersz od gory) doktorant napisat: ,,Zredukowany glutation to gtéwny
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mechanizm antyoksydacyjny...” Pragne wyjasni¢, glutation jest naturalnym
tripeptydem biorgcym udzial o ochronie antyoksydacyjnej réznego rodzaju komorek,
tak wiec nie moze by¢ on mechanizmem

4. Na stronie 131 doktorant niefortunnie uzyt sformutowan ,.tréjfosforanu adenozyny
(ATP)” - powinno by¢ adenozynotrifosforanu (ATP) raz ,,utleniajgcej fosforylacji” -
powinno by¢ fosforylacji oksydacyjnej. Przypomne, ze jest to proces syntezy ATP w
tancuchu oddechowym.

5. Nie jasne jest zdanie na str. 135 (7 wiersz od dotu) ,,Podobnie, Chen Chuang (1999)
silnie sugeruja, ze indukowany litem (stosowany w leczeniu choroby afektywnej
dwubiegunowej) wzrost regulacji Bel-2 oraz obnizenie p53 i Bax odgrywaja znaczaca
role w neuroprotekcji przeciwko cytotoksycznosci”. Mysle, ze doktorant zastosowal tu
skrot myslowy.

6. Na str. 136 (7 wiersz od dotu) znalazlo si¢ nieuprawnione zdanie ,Nasze wyniki
wykazatly sumaryczny wzrost aktywnosci wszystkich trzech biatek pod wpltywem lekow
przeciwdepresyjnych”. Doktorant nie badat aktywnosci tych biatek, a dokonat jedynie
ich identyfikacji (Material i metody str. 38). W tym przypadku mozna mowi¢ jedynie
o zawartosci bialek, co doktorant przedstawit obszernie w rozdziale Wyniki.

7. Na str. 139 (7 wiersz od dotu) uzyto sformutowania ,,wygladu morfologicznego”, juz
samo stowo morfologia, ktdra jest naukg o ksztaltach i budowie méwi nam o wygladzie
komérki.

8. Ostatnia uwaga dotyczy rozdziatu Pi§miennictwo. Moim zdaniem przy tak obszernym
opracowaniu lepiej byloby przedstawi¢ wykaz pismiennictwa alfabetycznie i
chronologicznie, wymieniajac w teks$cie dysertacji nazwisko pierwszego autora
publikacji, co znacznie utatwitoby merytoryczng ocene tej czesci pracy.

Przedstawione uwagi maja raczej charakter redakcyjny i dyskusyjny, nie umniejszajg w

zadnym stopniu bardzo wysokiej wartosci merytorycznej ocenianej pracy.



Whniosek koncowy

Przedstawiona do recenzji praca doktorska wnosi nowe elementy do dziedziny biologii
rozrodu i stanowi jednoczesnie oryginalne rozwigzanie problemu naukowego. Zastosowane w
pracy bardzo nowoczesne i precyzyjne metody i techniki badawcze, zastuguja na uznanie.
Uzyskane warto$ciowe wyniki w znacznym stopniu wyjasniajg wplyw wybranych lekow
przeciwdepresyjnych na przebieg procesu spermatogenezy. Stwierdzam, ze przedstawiona do
recenzji rozprawa doktorska Pana mgr Przemyslawa Solka pt. ,,Wykorzystanie
komérkowego modelu do badan in vitro mechanizméw toksycznosci lekow
przeciwdepresyjnych o réznym profilu dzialan niepozadanych” spelnia wymogi stawiane
pracom doktorskim zawarte w ustawie z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2017 r. poz. 1789), zwana dalej
ustawg, w zw. z art. 179 ust. 2 ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajgce ustawe —
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. Z 2018 r. poz. 1669).

Wnosz¢ zatem do Wysokiej Rady Wydziatu Biologii i Biotechnologii Uniwersytetu
Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie o dopuszczenie mgr Przemyslawa Solka do dalszych
etapow przewodu doktorskiego. Jednoczesnie, bioragc pod uwage nowatorski charakter i

wysoka warto$¢ merytoryczng pracy stawiam wniosek o jej wyroznienie stosowng nagroda.

Olsztyn, 2019-07-26 Prof. dr hab. Wtadystaw Kordan, prof. zw.



