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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Karoliny Stepien
pt. ,Zaburzenia inicjacji replikacji genomowego DNA jako czynnik regulujacy dtugos¢
zycia drozdzy Saccharomyces cerevisiae w modelu chronologicznego i replikacyjnego

starzenia”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Karoliny Stepien zostata wykonana pod
kierunkiem promotora dr hab. Mateusza Motonia, prof. UR w Instytucie Biologii w Kolegium Nauk
Przyrodniczych Uniwersytetu Rzeszowskiego. Praca jest zwigzana z gtéwnym nurtem badan
realizowanym przez zespdt kierowany przez dr hab. Mateusza Motonia obejmujgcym badania
skupiajace sie nad szeroko rozumianym zagadnieniem biogerontologii, wykorzystujac w swych
badaniach organizmy modelowe takie jak drozdze piekarnicze (S. cerevisiae), muszke owocowg
(D. melanogaster) czy linie komérkowe.

W obliczu postepujacego tempa starzenia sie populacji na catym 3$wiecie, badanie
dtugowiecznosci i starzenia sie skupia coraz wiekszg uwage jako istotny priorytet spoteczny.
Wedtug Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO), do 2050 r. liczba oséb w wieku 60 lat i starszych
moze sie podwoié, osiggajgc okoto 2 miliardy. Obserwowana zmiana demograficzna wymaga
zrozumienia czynnikéw, ktore przyczyniajg sie do dtugiego i zdrowego zycia, nie tylko dla
indywidualnego dobrostanu, ale takze dla stabilnosci spoteczno-ekonomicznej krajow. Stad
starzenie jako naturalny proces, ktdry dotyczy wszystkich organizméw zywych, charakteryzujacy
sie nagromadzeniem wewngtrzkomérkowych uszkodzen, uposledzeniem funkcji tkanek i
narzadéw oraz rdéznym tempem, jest przedmiotem badan wielu osrodkéw. Préby poszukiwania,
okreslenia genow diugowiecznosci, czynnikow opozniajgcych proces starzenia sg podstawg
licznych hipotez i teorii ttumaczacych przebieg oraz przyczyny tego procesu. Za jedne z
kluczowych czynnikéw starzenia wskazywane sg uszkodzenia DNA powodujgce jego zaburzenie
intergralnosci i/lub stabilnosci, wywotane przez rézne czynniki egzo- i endogenne. Praca mgr
Karoliny Stepieni dotyczy badan nad wptywem zaburzen na poziomie replikacji DNA na proces
starzenia. Szczegdtowo, mgr Karolina Stepien skupita sie nad etapem inicjacji replikacji analizujac
jak redukcja liczby kopii ponad 40 gendw, ktérych produkty zaangazowane sg w proces regulacji
i/lub inicjacji replikacji DNA, wptywa na starzenie sie z wykorzystaniem jako eukariotyczny
organizm modelowy komoérek drozdzy Saccharomyces cerevisie. Uwazam, ze wybor tego
organizmu byt bardzo trafny, poniewaz umozliwia badanie starzenia komorek aktywnych
mitotycznie (model starzenia replikacyjnego, RLS) jak i w fazie post-mitotycznej (model starzenia
chronologicznego, CLS). Replikacyjna dtugos¢ zycia u drozdzy okresla liczbe komérek potomnych,




ktére zdolna jest wytworzyé komoérka macierzysta podczas jej zycia i stata sie modelem dla
dzielacych sie komérek wyzszych eukariontéw, w tym ssakéw. Natomiast badanie komdrek
drozdzy w fazie stacjonarnej zdolnych do utrzymania zywotnosci moze by¢ dobrym modelem do
badania czynnikéw, ktére moga wptywac na starzenie sig postmitotycznych komérek organizmow
wyzszych. Dodatkowo znane i opisane sg liczne czynniki, ktére wptywajg na starzenie sie drozdzy.
U drozdzy S. cerevisiae poznano takze szczegdtowo proces inicjacji replikacji DNA, a opisane dane
w znacznym stopniu sg zgodne z tymi obserwowanymi w komorkach ludzkich.

Replikacja DNA to proces ztozony, w ktorym dochodzi do powielenia informacji genetycznej
przed podziatem komérki, przy udziale wielu kompleksow biatkowych, tworzacych replisom,
dziatajacych w okreélonym miejscu i czasie. Proces ten jest wysoce konserwatywny u organizmoéw
eukariotycznych. Doktadna i wierna replikacja DNA jest kluczowa dla rozwoju i zdrowia. Wszelkie
zaburzenia tego procesu mogg prowadzi¢ do niestabilnoéci genetycznej np. z powodu
nagromadzenia sie mutacji punktowych lub wystapienia rearanzacji chromosoméw. U cztowieka
konsekwencja takich zaburzeri moga by¢ zwigkszone ryzyko nowotworzenia lub choroby
spowodowane zaburzeniami na etapie inicjacji replikaciji, jak np. zespét Meiera-Gorlina, rodzinna
gtuchota spowodowana niedoborem MCM2 czy niedobdr komédrek NK, ktére powoduja objawy
kostne, oddechowe, moczowo-ptciowe lub defekty immunologiczne.

Podjeta tematyka badan zatem jest istotna, aktualna i w petni uzasadniona, gdyz dotyczy
zrozumienia zwiazku pomiedzy procesami inicjacji replikacji a starzeniem. Jest to takze
nowatorskie podejécie, poniewaz niewiele jest danych na ten temat, a uzyskane wyniki mogg
dostarcza¢ przestanek na proces starzenia takze u innych, wielokomérkowych organizmoéw, w tym
cztowieka, ze wzgledu na fakt, iz analizowane w pracy geny sg wysoce konserwatywne.
Formalna ocena rozprawy

Formalna strona pracy nie budzi zastrzezen. Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr
Karoliny Stepien sktada sie z cyklu 3 oryginalnych, tematycznie powigzanych, artykutow
naukowych opublikowanych w 2022 i 2024 roku w renomowanych czasopismach z listy JCR (Cells
(2022, IF 6,0), Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Molecular Cell Research (2024, IF 4,6) oraz
Biogerontology (2024, IF 4,4) oraz polskojezycznego opracowania. Wskazane publikacje znajduja
sie w wykazie MNiSW o wysokich odczynnikach oddziatywania (odpowiednio 140, 140 i 100 pkt.),
nalezy takze podkresli¢, ze cho¢ artykuty sa wieloautorskie (5-6), to mgr Karolina Stepien jest w
nich pierwsza autorka. Na podstawie udostepnionych oswiadczen wspotautoréw oraz Doktorantki,
mozna wnioskowaé, ze jej wkiad w te artykuty jest znaczacy, obejmuje: wspoéttworzenie koncepcji
badar, adaptacie metod do oznaczeri, wykonanie znacznej czesci badan eksperymentalnych,
czeéciowa analize wynikdw i przygotowanie czesci rycin, wspétudziat w powstaniu manuskryptow
oraz analize bibliograficzng. Ponadto Doktorantka jest takze wspotautorkg 6 innych
anglojezycznych publikacji naukowych (z okresu 2020-2023 w czasopismach: Biogerontology,
Food&Function, Aging, International Journal of Molecular Sciences, Cells, Biochimica et Biophysica
Acta (BBA) - Molecular Cell Research, Scientific Report) oraz kilku polskojezycznych prac

popularnonaukowych, nie zostaly one ujete w przedstawionej rozprawie, nie sg bezposrednio



zwigzane z domena pracy doktorskiej, natomiast tematycznie wpisuja sie w projekt pt.:
Mechanizmy regulacji procesow wewnatrzkomdrkowych determinujacych proliferacjg, dtugoscé
zycia i homeostaze redoks w modelu drozdzowym realizowany w Instytucie Biologii pod
kierunkiem dr hab. Renaty Zadrag-Teczy, prof. UR. Wspdtudziat Doktorantki w licznych zadaniach
naukowych realizowanych w Instytucie Biologii UR, takze we wspotpracy z badaczami z innych
placéwek krajowych, $wiadczg o niezwyktej pracowitosci, zaangazowaniu i na pewno umiejetnosci
pracy w zespole.

Praca mgr Karoliny Stepien zostata napisana w jezyku polskim, stylem naukowym, czyta sig
ja bardzo dobrze. Pozycje literaturowe w tekscie zostaty prawidlowo zacytowane, ich wybor nie
budzi zastrzezen, sa to w wigkszosci publikacje aktualne, z ostatnich kilkunastu lat. Rozprawa
doktorska obejmuje rozdziaty: streszczenie w jezyku polskim i abstrakt w jezyku angielskim,
wprowadzenie, cel pracy, hipotezy, materiaty i metody, wyniki, dyskusje, wnioski, literature, zbiér
publikacji wchodzgcych w sktad rozprawy oraz oswiadczenia wspdtautorow i Doktorantki o
wktadzie w powstaniu wskazanych publikacji naukowych. Opracowanie polskojezyczne liczy 94
strony, 38 rycin (z czego 35 stanowi dokumentacje wynikowg), 2 tabele i 139 cytowanych
publikacji. Zabrakto mi Wykazu skrétéw, w ktére praca obfituje, cho¢ nalezy podkresli¢, ze
wszystkie miaty swoje rozwiniecia, kiedy pojawiaty sie po raz pierwszy w tekscie dysertacji.

Edytorska ocena rozprawy

Recenzowana praca zostata przygotowana bardzo starannie. Praca jest przejrzysta, napisana
z zastosowaniem odpowiedniej terminologii naukowej. Tekst uzupetniony zostat wiasciwymi,
uwaznie przygotowanymi rycinami. W zasadniczej czesci pracy znalaztam pojedyncze btedy
edytorskie/redakcyjne. Natomiast niestety Doktorantka nie ustrzegta sie bleddw podczas
formatowania spisu publikacji w rozdziale ,Literatura” (np.: dowolnos¢ w zapisie numerdéw stron,
rok w nawisie lub nie, symbol stron (p./pp. lub brak). Na Rycinie 15D brakuje w legendzie jednego
z symboli dla okreslenie liczby >3, cho¢ w oryginalnej Fig. 3D w publikacji Stepien i in., 2024,
Biogerontology, jest obecny.
Ocena merytoryczna rozprawy

W pierwszym rozdziale rozprawy doktorskiej, w oparciu o dane literaturowe, Doktorantka
opisata syntetycznie podstawowe informacje dotyczace charakterystyki procesu inicjacji replikacji
DNA. Opisata przede wszystkim zdarzenia, ktére zachodzg w tym procesie w oparciu o wyniki
uzyskane dla organizmu modelowego - drozdzy S. cerevisiae. Skupita sie na opisaniu zagadnien,
ktére Sciéle zwiazane sa z uzyskanymi i prezentowanymi w pracy wynikami. Szczegdlnie znalazto
sie wiele informacji dotyczacych komplekséw biatkowych zaangazowanych w inicjacje replikacji
DNA (m.in. kompleks rozpoznajacy miejsce inicjacji replikacji ORC, czynniki licencyjne, kompleks
przedreplikacyjny (pre-RC), kompleks przedinicjacyjny (pre-IC), kompleks GINS, kompleks
helikazy CMG oraz wskazujac biatka regulatorowe) umiejscawiajac je w odpowiednich etapach
tego procesu. Opisata takze zalety drozdzy S. cerevisiae jako organizmu modelowego w badaniach
genetycznych, w tym procesu starzenia, ze wzgledu na mozliwo$¢ monitorowania tego procesu w
modelach RLS, TLS i CLS. We Wstepie nie zabrakio takze rozwiniecia definicji starzenia. Wiedza



w tym rozdziale przekazana jest w konkretny, zwiezty i klarowny sposéb, wystarczajacy, by
prawidtowo wprowadzi¢ czytelnika do dalszej czesci dysertacji. Pod wzgledem merytorycznym
wprowadzenie napisane jest poprawnie i swiadczy o znajomosci zagadnien opisanych w pracy.

Cel pracy sformutowano jasno, jednoznacznie, jest zgodny z tematem rozprawy. Doktorantka
wyznaczyta sobie 4 konkretne cele szczegbtowe. Na wyréznienie zastuguje wyrazne okreslenie, w
odrebnym rozdziale, 4 hipotez badawczych. W swojej pracy Doktorantka skoncentrowata sie na
okreéleniu wptywu zaburzen inicjacji replikacji DNA na starzenie heterozygotycznych szczepow
drozdzy (delecja wybranych gendw jest letalna) zawierajacych mutacje gendw komplekséw: ORC
(orc1-6A), CMG (cdc45A, mem2-74, psf1-3A, sld5A) oraz lowPICC (nizsza kontrola pre-IC) (dbf4A,
cdc6A, sld2A, sid3A, sld7a, mecm10A) w modelach starzenia replikacyjnego i chronologicznego.
Wyznaczyta sobie takze cele szczegbtowe w postaci: okreslenia poziomu transkryptéw mRNA
wybranych gendéw, wptywu zaburzenl inicjacji replikacji na: tempo wzrostu, czestotliwosc
sporulacji, aktywnos¢ metaboliczng, przejécie przez cykl komorkowy, okreslenie czestosci
uszkodzeri DNA, zmiany w ilosci DNA i mtDNA, sktad biochemiczny komorki oraz fenotyp w
warunkach stresowych.

W rozdziale materiaty i metody (13 stron) zostaty zestawione w tabeli wykorzystane bardzo
liczne szczepy drozdzowe, a takze startery uzywane w analizach RT-gPCR. Opisano takze warunki
hodowli, procedury eksperymentalne stosowane podczas realizacji prezentowanych badan. Liczba
wykorzystanych protokotdw i ich réznorodnosc swiadcza o opanowaniu i swobodnym postugiwaniu
sie réznymi metodami biologii molekularnej, genetyki, analiz statystycznych przez mgr Karoline
Stepieri. Dobér metod uwazam za adekwatny do realizowanych zadan badawczych a ich opis nie
budzi zastrzezer | umozliwia, w razie potrzeby, ich odtworzenie. Jednak tytut doswiadczenia 6.8
(Barwienie mitochondrialnego DNA za pomoca DAPI w tescie in vivo) jest mato precyzyiny,
poniewaz barwnik DAPI nie jest selektywnym barwnikiem tylko dla mtDNA. Warto podkreslic, iz
w rozdziale tym Doktorantka opisata metody, dzigki ktérym uzyskano prezentowane w pracy
wyniki, choé¢ zgodnie z o$wiadczeniem czes¢ tych dodwiadczen nie wykonata samodzielnie, np.:
analizy cytometryczne, analizy RT-qPCR.

Rozdziat ,Wyniki”, w ktérym opisano uzyskane i opublikowane dane liczy 37 stron i zostat
podzielony na 8 podrozdziatdw, ich prezentacja tworzy logiczny ciag. W kazdym z podrozdziatdw
znalazty sie: krotkie wprowadzenie teoretyczne poprzedzajace cze$ci z danymi
eksperymentalnymi, wyniki udokumentowane w postaci najczesciej wielocztonowych wiasciwie
opisanych rycin w postaci: wykreséw, fotografii, map cieplnych. Wartym pochwaty sg krotkie
podsumowania i wnioski przypisane na koricu kazdej czesci wynikowej. Wykonane doswiadczenia
zostaty bardzo dobrze zaplanowane, podparte prawidtowymi kontrolami, liczba powtorzen
biologicznych i technicznych takze nie budzi zastrzezen. Zastosowano odpowiednie programy
statystyczne do analizy uzyskanych wynikéw. Warto podkreslic, ze mimo, iz wszystkie z
przedstawionych w dysertacji wynikéw zostaty juz opublikowane w artykutach wspétautorstwa
mgr Karoliny Stepier, to w polskojezycznym opracowaniu Doktorantka nie ujeta doktadnie



identycznych figur z publikacji, dokonata bowiem kompilacji wynikow z cyklu 3 publikacji,
grupujac je wedtug zadan badawczych.

W pierwszym podrozdziale Wynikéw Doktorantka skupita sie na analizie wptywu delecji
pojedynczej kopii gendw biorgcych udziat w inicjacji replikacji DNA na: tempo wzrostu, Sredni
czas podwojenia komorek, czestotliwos¢é sporulacji oraz aktywnosc¢ metaboliczng. Wykorzystujac
heterozygotyczne szczepy drozdzy piekarniczych, przy zastosowaniu roznych technik
pomiarowych wykazata, iz delecja wybranych gendéw prowadzi do spowolnienia wzrostu w
poréwnaniu do wyjsciowego szczepu referencyjnego. Pomiary czestotliwosci sporulacji pokazaty
zmiany i zréznicowanie (zmniejszenie, ale takze podwyzszenie) wydajnosci tego procesu. Nasuwa
sie wiec pytanie z czego moze wynika¢ poprawa wydajnosci sporulacji w przypadku zmniejszonej
ekspresji niektorych analizowanych gendw? Czy byly wykonywane dodatkowe analizy w
przypadku szczepu MCM2/mcm2A, dla ktérego odnotowano najwiekszy spadek wydajnosci
sporulacji? Badania z barwnikiem fluorescencyjnym FUN-1 pozwolity na poréwnanie aktywnosci
metabolicznej wybranych mutantéw ze szczepem wyjsciowym uwidaczniajac w zasadzie brak
znaczacych roznic. Analizy przejscia przez cykl komdrkowy, z wykorzystaniem techniki cytometrii
przeptywowej, ukazaty: wydtuzenie fazy G1 i zwiekszenie liczby komérek zatrzymanych w fazie
G2 dla szczepéw z grupy mutantdw ORC, podobnie, ale nieco stabiej i z czesciowym
zréznicowaniem, w obrebie grupy mutantéw kompleksu helikazy CMG, a najmniejszy efekt na
cykl komérkowy, ale jednoczesnie bardziej zréznicowany w obrebie grupy, dla mutantéw grupy
lowPICC. Przestanki o zmianach w zawartosci DNA zaobserwowane w obrebie szczepow lowPICC
zostaty dodatkowo zweryfikowane poprzez analizy zawartosci mtDNA ukazujac, ponownie,
zroznicowanie w obrebie grupy od wzrostu po spadek, w poréwnaniu do szczepu referencyjnego,
ale dostrzezono takze zalezno$¢ pomiedzy szczepami o najnizszej zawartosci DNA, poniewaz
zawieraty one odpowiednio takze mniej mtDNA. Ta analiza rodzi pytanie czy mozna dostrzec jakas
korelacje np. pomiedzy wzrostem zawartosci mtDNA a aktywnoscig metaboliczng szczepow w
obrebie tej grupy? Zastosowanie techniki RT-qPCR pozwolito przeanalizowac profile ekspresji
wybranych gendw w badanych heterozygotycznych szczepach ujawniajac znaczace obnizenie (w
wiekszoéci nawet o 50%) ekspresji gendéw we wszystkich grupach. Z kolei, aby zweryfikowac
hipoteze, czy zmniejszona zawartos¢ biatek ORC i lowPICC moze przyczyniaé sie do wzrostu ilosci
uszkodzedl DNA w warunkach stresu oksydacyjnego i genotoksycznego, przeanalizowano liczbe
skupisk fuzyjnych, fluorescencyjnych biatek markerowych Rad52-YFP oraz Rfal-YFP w komorkach
heterozygotycznych szczepédw drozdzy obu tych grup. Zaobserwowano zmienne fenotypy, albo
nieznaczne obnizenie lub podwyzszenie liczby ognisk Rad52-YFP. Ciekawa obserwacjg jest
wykrycie zwiekszonej liczby komérek z wiecej niz 3 skupiskami Rfal-YFP na komoérke we
wszystkich szczepach grupy lowPICC, czy Doktorantka ma jaka$ hipoteze ttumaczaca ten wynik?
Nastepnie eksperymentalnie przeanalizowano wptyw uktadu heterozygotycznych /oci na starzenie
w komodrkach drozdzy aktywnych mitotycznie oraz postmitotycznych. Co ciekawe wykryto, ze
zmniejszenie ekspresji wybranych genéw z klasy ORC i CMG wptywa na zwiekszenie nie tylko
potencjatu reprodukcyjnego, ale takze dtugosci zycia reprodukcyjnego (z wyjatkiem 2 szczepow)



w poréwnaniu do szczepu referencyjnego, ale skrécenie zycia po reprodukcji oraz nieznaczne
skrécenie catkowitej dtugodci zycia w postaci ujemnej korelacji w stosunku do potencjatu
reprodukcyjnego. W przypadku oceny tempa starzenia sie komoérek post-mitotycznych
Doktorantka zastosowata 2 podejécia, ktére pozwolity na wyciagnigcie wniosku, iz heterozygoty
kompleksu ORC, CMG i lowPICC charakteryzuja sie opéznionym starzeniem. Dodatkowo podczas
analiz CLS bardzo ciekawym zaobserwowanym fenotypem dla badanych heterozygotycznych
szczepow okazaty sie zwiekszenie wielkosci komorek oraz redukcja zawartosci DNA (haploidyzacja
komérek). Podobnie interesujagce wyniki uzyskano dla badanych szczepdw wykorzystujac
spektroskopie Ramana, ktéra pozwala na okreélenie tzw. biochemicznego odcisku palca. Wykazaty
one, ze obnizenie kopii biatek komplekséw inicjacji replikacji (ORC, CMG, regulujacych lowPICC)
wptywa na sktad biochemiczny komérek w zakresie: polisacharyddw, biatek, lipidéw i kwaséw
nukleinowych oraz ze czasem mozna zauwazyC pewne korelacje pomiedzy tymi sktadnikami a
innymi cechami fenotypowymi testowanych szczep6w. Uzyskane obserwacje dla komérek drozdzy
sugeruja, iz mozna wykorzysta¢ badania widm Ramana jako szybki test do oceny
kondycji/momentu w odniesieniu do procesu starzenia sig tez innych organizmoéw, a takze np.:
poszukiwania organizméw czy czynnikow warunkujacych dilugowiecznos¢. Jedyna uwaga jaka mi
sie nasunefa dla tej czesci Wynikow, to iz skale dtugoéci fali na Ryc. 28-30 sg rézne, co nieco
utrudnia poréwnanie wynikéw dla 3 grup szczepéw. W ostatniej czesci Wynikéw Doktorantka
przedstawita wyniki testéw fenotypowych dla analizowanych heterozygotycznych szczepéw
drozdzy w obecnosci czynnikéw, ktére wywotywaty stres: Sciany komédrkowej, oksydacyijny,
osmotyczny, genotoksyczny, cieplny co pozwolito na stwierdzenie, iz obnizenie poziomu biatek
zaangazowanych w inicjacje replikacji ma wptyw na odpowiedz komérki na warunki stresu
érodowiskowego w zrdéznicowanym stopniu w zaleznosci od szczepu.

W kolejnym rozdziale pojawita sie Dyskusja (liczy 11 stron), ktdéra jest bardzo dobrym
podsumowaniem uzyskanych danych oraz wnikliwym odniesieniem ich do aktualnych zrodet
literaturowych. Dyskusja jest dojrzata, prowadzona logicznie, z duzg ostroznoscia. Stawiane
wnioski sa wywazone. Na plus zastuguje krytyczne spojrzenie na wyniki i jednoczesnie
zaproponowanie kolejnych badan w celu potwierdzenia lub wykluczenia stawianych przez
Doktorantke nowych hipotez.

Prace koriczy rozdziat Wnioski z 7 wiasciwie sformutowanymi konkluzjami zgodnie z
zatozonymi celami pracy.

Kilka dodatkowych spostrzezen, pytan pojawito sie po lekturze dysertacji i prositabym o ich
wyjasnienie podczas obrony:

- Czy mozna zauwazy¢ jakas zalezno$¢ pomiedzy szczepami z grupy lowPICC o zmniejszonej
zawartoéci DNA (SLD7/sld7A, MCM10/mcm10A) a liczbg foci Rfal-YFP, jedli zatozyliby$my, ze
pojawia sie tam wiecej 1-niciowych fragmentéw DNA?

- Prosze zaproponowaé, w jaki inny sposéb, niz okreslenie liczby foci Rad52-YFP, mozna sprawdzic

czy w analizowanych szczepach (np. SLD3/s/d3A) powstajg 2-niciowe peknigcia DNA?



- Jak wyttumaczy¢ wzrost liczby skupisk Rfal-YFP w niektérych heterozygotycznych szczepach z
grupy lowPICC w obecnosci zeocyny?

- Czy mozna zaobserwowac zwigzek pomiedzy poziomem mtDNA a liczbg uszkodzen DNA w
analizowanych w pracy szczepach?

- Ze wzgledu na obserwacje fenotypu opornosci na inhibitory sciany komoérkowej testowanych
szczepOw czy sg przestanki/dane/lub wykonano doswiadczenia, ktére pokazatyby czy dochodzi do
zmian w poziomie biatek sciany komarkowej?

- Czy byty podejmowane préby sprawdzenia parametréw aktywnosci biologicznej dla komdrek
post-reprodukcyjnych badanych szczepdw heterozygotycznych?

- W jaki sposéb mozna eksperymentalnie wykazac, ze obecnos¢ domeny AAA+ moze odpowiadac
za fenotyp spowolnionego wzrostu u wybranych szczepdw grupy ORC?

Podsumowujac, nie mam krytycznych uwag do recenzowanej dysertacji, uwazam, Zze praca
mgr Karoliny Stepien ma wysokg wartos¢ naukowa. Doktorantka prawidlowo zaplanowata i
wykonata badania, wyniki poddata wtasciwej analizie, wyciggneta logiczne wnioski, uzyskane dane
po recenzjach ekspertdw zostaty opublikowane a zatem rozwigzata problem naukowy w sposéb
oryginalny, dzieki czemu spetnia ustawowy warunek stawiany pracom doktorskim. Recenzowana
rozprawa doktorska dowodzi, ze Pani mgr Karolina Stepien jest w petni uksztattowang badaczka,
o szerokiej wiedzy i umiejetnosciach, zdolng do samodzielnej pracy naukowej.

Reasumujac uwazam, ze recenzowana praca doktorska odpowiada wszystkim ustawowym
wymogom stawianym rozprawom doktorskim okreslonym w art. 14 ust.2 pkt. 2 Ustawy z dnia 14
marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz.U. 2003, Nr 65 poz. 595 z pdzn. Zm.). Na tej podstawie sktadam wniosek do Wysokiej
Rady Naukowej Kolegium Nauk Przyrodniczych Uniwersytetu Rzeszowskiego o dopuszczenie mgr
Karoliny Stepiern do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Jednoczesnie ze wzgledu duzg
wartos¢ poznawczg oraz opublikowanie wszystkich wynikéw tworzacych podstawe tej dysertacji,
wnioskuje do Wysokiej Rady o wyrdznienie rozprawy doktorskiej Pani mgr Karoliny Stepien.
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