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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Katarzyny Chojnackiej
pt.: ,Molekularne mechanizmy funkcjonowania polgczen
miedzykomérkowych w gonadzie meskiej szczura
w warunkach ograniczonego dost¢pu androgendow:

badania in vive i in vitro”

Praca doktorska mgr Katarzyny Chojnackiej zostala wykonana pod kierunkiem prof. dr hab.
Barbary Bilinskiej w Zakladzie Endokrynologii Instytutu Zoologii Uniwersytetu

Jagiellonskiego w Krakowie.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska ma klasyczny ukiad z wyodrebnionymi
podrozdzialami: Wstep, Cel, Materiat i metody, Wyniki, Dyskusja i Wnioski. Napisana jest na
110 stronach maszynopisu. Oprocz wymienionych podrozdziatow w jej sktad wchodzg takze:
wykaz skrotow, streszezenie w jezykach polskim i angielskim oraz 209 pozycji literatury, w
tym 27 z ostatnich pieciu lat. W pracy zamieszczono 6 tabel oraz 18 rycin. Z kolei

dokumentacje wynikéw stanowig 23 tablice zawierajace wyniki otrzymane w poszezegdlnych

eksperymentach.



Praca rozpoczyna si¢ dwudziestojednostronicowym wstepem, w ktérym mgr Katarzyna
Chojnacka dogl¢bnie omawia dane literaturowe dotyczace endokrynnej regulacji procesu
spermatogenezy oraz roli specyficznych polaczen migdzykomérkowych pomiedzy
komorkami budujacymi jadro. Autorka opisuje takze receptor androgenowy i mechanizmy
przekazywania sygnatu za posrednictwem tego receptora. Ostatnia czesé tego rozdziatu
zostala poswigcona charakterystyce substancji nasladujacych lub antagonizujacych dzialanie
endogennych hormondw.

Zawarte we wstepie informacje bardzo dobrze wprowadzajg czytelnika w temat pracy, sg
takze istotne dla wlasciwej analizy przedstawionych wynikéw.

Na wyréznienie zastuguje wzbogacenie tej czesci pracy o liczne, w wiekszosei autorskie

ryciny, ktore doskonale obrazuja omawiane zagadnienia.

W nastgpnym rozdziale rozprawy mgr Katarzyna Chojnacka przedstawia zaltozenia i cele
badawcze swojej pracy doktorskiej. Glownym celem podjetych badan byto wyjasnienie, czy
flutamid, niesteroidowy zwigzek o aktywnosci antyandrogennej, zaburza funkcjonowanie
potaczen miedzykomérkowych w gonadzie szczura poprzez wpltyw na zmiany w poziomie
ekspresji i fosforylacji wybranych kinaz biatkowych.

Cel pracy podzielono na precyzyjnie sformutowane zadania badawcze, ktére obejmowaty:

eanaliz¢ zmian ekspresji genéw kodujgcych koneksyne 43. (Cx43), N-kadheryne i f-
katenine;

e oceng poziomu fosforylacji kinaz c-Sre, Akt, Raf-1, ERK1/2 oraz fosfatazy PTEN;

e pomiar aktywnosci kinazy Akt;

e Jokalizacj¢ badanych biatek w komérkach gonady szczura;

eidentyfikacje zmian w tworzeniu i/lub rozpadzie komplekséw biatkowych pomiedzy
badanymi tu biatkami tworzacymi polgczenia miedzykomérkowych a kinazami
biatkowymi.

Wymienione przez Autorke zadania badawcze zostaly w pelni zrealizowane.

Kolgjny rozdzial rozprawy szczegélowo opisuje postepowanie ze zwierzetami
doswiadczalnymi wykorzystanymi w badaniach oraz metodyke prowadzonych analiz.
Podkre$lenia wymaga ilo$¢ materialu analizowana przez Autorke, na ktéry skladalo sie 20

szczuréw: 7 w grupie kontrolnej i 13 w grupie badane;.



Na wyr6znienie zastuguje takze niezwykle bogaty warsztat Doktorantki, ktéra z réwnym
powodzeniem stosuje metody biologii komérki i biologii molekularnej.

Materialy i metody opisane sg doktadnie i starannie. Jednak, by na ich podstawie mozna
bylo bez przeszkod powtérzyé przedstawione cksperymenty, nalezatoby uzupehi¢ je o kilka
szczegotow. I tak: w pracy brakuje informacji o koricowym stezeniu DMSO, w ktérym
rozpuszczano hydroksyflutamid, badajac jego wplyw na poziom fosforylacji kinaz
biatkowych w komérkach Sertoliego in vitro. Nie podano tez detali dotyczacych sonifikacji
prob czy ilosci sond wykorzystywanych w reakcjach qPCR. Ponadto Autorka podaje, ze
analizy dotyczgce ekspresji badanych genéw »powtarzano trzykrotnie, kazdy w szesciu
powtérzeniach” (rozumiem, ze dla RNA izolowanego z Jader od szesciu r6znych osobnikéw),
ale nie precyzuje, czy préby te wykonywano na niezaleznie syntetyzowanym cDNA, czy

Jedynie powtarzana byla reakcja qPCR, wykorzystujaca jako matryce ten sam cDNA.

Obszerna, dwudziestodwustostronicows  czesé rozprawy stanowi przedstawienie i
omoOwienie wynikéw. Wszystkie przedstawione w pracy doktorskiej obserwacje maja
charakter doniesien oryginalnych, a ich dokumentacja nie budzi zadnych zastrzezen. Wéréd
wielu waznych i interesujgcych wynikdw zamieszezonych w rozprawie na szczegélne
podkreslenie moim zdaniem zastuguja:

* wykazanie, Zze flutamid zaburza ekspresjc bialek budujacych polaczenia
migdzykomérkowe (Cx43 i N-kadheryny) oraz zaburza ich lokalizacjg komérkowg
w rejonie BTB (Cx43 i N-kadheryny, B-kateniny), prawdopodobnie prowadzac do
zaburzenia dzialania bariery krew-jadro;

e uwidocznienie, Ze ekspozycja szczuréw na flutamid skutkuje zaburzeniami
lokalizacji kinazy c-Src w miejscu BTB i rozpadem kompleksu kinazy ¢-Src i N-
kadheryny oraz B-kateniny, co sugeruje, ze androgeny odgrywaja role w regulacji
funkcji potgczen przylegania za posrednictwem kinazy c-Src;

* dowiedzenie, ze w komorkach Sertoliego flutamid dziata jako agonista, wywolujac

aktywacjg Sciezek sygnalizacyjnych z udziatem kinazy ERK1/2 oraz Akt.

Jak juz wspomniano, Autorka analizowata w pracy obszerny material, oceniajgc przy tym
liczne zmienne. Przedstawiona w pracy dokumentacja przeprowadzanych eksperymentéw jest
nienaganna. Wydaje si¢ jednak, ze legenda niektérych rycin powinna zosta¢ uzupelniona i
usystematyzowana tak, by nie musieé siggaé do opisu wynikéw w manuskrypcie. Wowcezas

przedstawione na zdjgciach i wykresach wyniki bylby tatwiejsze do interpretacji.



Wszystkie opisane przez mgr Katarzyng Chojnacka wyniki zostaty poddane konfrontacji z
danymi literaturowymi w obszernym rozdziale zatytulowanym Dyskusja. Rozdzial ten
$wiadczy o dobrej znajomosci tematu oraz dowodzi, ze Doktorantka z powodzeniem wigcza
si¢ w nurt badan prowadzonych w kraju i za granica. Uzyskane przez nig wyniki wnosza
nowe dane do analizy mechanizmoéw regulujgcych wyspecjalizowane polaczenia
miedzykomorkowe miedzy sasiadujgeymi komorkami Sertoliego oraz pomigdzy komorkami
Sertoliego i germinalnymi.

Opisane w pracy obserwacje majg charakter doniesien oryginalnych i istotnych dla nauki
wynikow. Wyniki te zostaly juz cze$ciowo opublikowane w dwoch artykutach w
recenzowanych czasopismach: Andrology i Toxicology in vitro.

Nalezy podkresli¢, ze rozprawa dotyczy niezmiernie waznego problemu zwigzanego z
obserwowanym w ostatnich latach spadkiem potencjatu rozrodczego mezezyzn. Opisywane w
literaturze przedmiotu przypadki dotycza przede wszystkim obnizonej liczby plemnikow w
ejakulacie oraz wystepowania morfologiczno-funkcjonalnych nieprawidiowoscei ukladu
rozrodezego. Uwaza sie, ze moze to by¢ zwiazane z wystepowaniem w $rodowisku substancji
chemicznych o dzialaniu anty-androgennym, ktorych toksyczny efekt jest, przynajmniej w
czedci, spowodowany, zaburzeniem homeostazy zapewnianej dzigki polgczeniom
miedzykomérkowym jadra. Stad poznanie mechanizméw lezacych u podioza zaburzen
rozrodu pod wplywem substancji ograniczajgcych dziatanie androgenéw ma kluczowe

znaczenie dla rozwoju nowych metod umozliwiajacych leczenie obnizonej plodnosci lub

bezplodnosci meskie;j.

Na koniec pragne zwréci¢ uwage na niezwykla starannos$é redakcji manuskryptu.
Znajdujace si¢ w nim nieliczne bledy maja charakter bledow jezykowych i redakcyjnych. Z
obowiazku recenzenta ponizej przedstawiam kilka uwag dotyczacych tych usterek:

e pisownia zapisu biatek, ktore jako zwierzece powinny by¢ tu pisane matg
litera, prostg czcionkg powinna zosta¢ ujednolicona i uporzadkowana;

e zwroty anglojezyczne np.: ,cross-talk”, czy spolszczona ,,peleta” powinny byc¢
zastgpione polskimi, jak: ,,oddzialywanie” i ,,0sad”;

e w jezyku polskim wartosci dziesietne powinny by¢ oznaczone po przecinku, a

nie kropce — jak ma to miejsce w jezyku angielskim;



e nalezaloby usung¢ z pracy zargon laboratoryjny; np. ,.bloty, na ktérych
wywotywano forme ufosforylowang stripowano na p-aktyne”.
Przedstawione powyzej uwagi 1 spostrzezenia nie umniejszajg jednak wartosci pracy i nie

wplywaja na konicowa wysokg oceng rozprawy doktorskiej mgr Katarzyny Chojnackiej.

W $wietle przedstawionej powyzej oceny stwierdzam, ze rozprawa mgr Katarzyny
Chojnackiej spelnia wymogi stawiane pracom doktorskim. Dlatego przedkladam Radzie
Wydziatu Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie wniosek o
dopuszczenie mgr Katarzyny Chojnackiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Ze wzgledu na warto$¢ przedstawionych wynikéw oraz mozliwosci ich klinicznego

zastosowania uwazam, ze praca zastuguje na wyroznienie.



