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rozprawy doktorskiej mgr Katarzyny Chojnackiej pt:
Molekularne  mechanizmy funkcjonowania  polgczen
migdzykomérkowych w  gonadzie meskiej  szczura
W warunkach ograniczonego dostepu androgenéw: badania

in vivo i in vitro

Przedstawiona do recenzji praca doktorska wykonana pod opiekg naukows prof, dr
hab. Barbary Bilinskiej jest opracowaniem ukazujgcym molekularne mechanizmy
funkcjonowania polgczen migdzykomorkowych w gonadzie meskiej szczura w warunkach
deficytu androgendéw. Wiadomym jest, Ze testosteron odpowiada za utrzymanie integralnogci
bariery krew-jadro, a tym samym odgrywa istotng role w kontroli funkcji polgczen
migdzykomorkowych, ktére spehniaja rolg "lgeznika" w  prawidlowym wzajemnym
oddziatywaniu i komunikacji pomigdzy komérkami jadra i pozwala stworzy¢ optymalne
srodowisko dla roznicowania komérek rozrodczych.

Wyniki wczesniej prowadzonych badan grupy badawczej Prof. Barbary Bilinskiej,
ktorej to doktorantka jest czlonkiem, wykazaly, ze zablokowanie dziatania androgenéw na
poziomie receptoréw z uzyciem flutamidu skutkuje nieprawidfowa ekspresja i lokalizacjg
bialek polgczen Scistych, przylegania i szczelinowych, co jest przyczyng zaburzen funkc;ji

jader u dorostych knuréw. Autorzy tych badan sugerujg, ze przyczyna tych zaburzen mogg



by¢ zmiany w dziataniu kinaz na réznych etapach Sciezki sygnalizacyjnej aktywowanej
przez testosteron. Wyniki badan innych grup badawczych sq zbiezne z wynikami
1 sugestiami grupy badawczej prof. Bilinskie;.

Tezy rozprawy doktorskiej Pani mgr Katarzyny Chojnackiej zwigzane sg
z najnowszymi trendami w badaniach nad poznaniem precyzyjnych i zlozonych
mechanizméw lezacych u podioza regulacji procesu spermatogenezy. Wiedza ta ma
kluczowe znaczenie dla rozwoju nowych metod terapeutycznych umozliwiajacych leczenie
obnizonej plodnosci oraz nowotworéw hormonozaleznych. Celem badan bylo wyjasnienie
czy flutamid jako tzw. czysty antyandrogen zaburza funkcjonowanie polaczeti
mig¢dzykomérkowych w gonadzie szczura poprzez wplyw na zmiany w poziomie ekspresji
1 fosforylacji kinaz biatkowych mierzonych zaréwno metodami in vivo jak i in vitro. Nalezy
nadmieni¢, ze w pracy doktorskiej wykorzystano wyniki uprzednio opublikowane
w ponizszych pracach :

1. Zarzycka M, Chojnacka K, Mruk DD, Gorowska E, Hejmej A, Kotula-Balak M,
Pardyak L, Bilinska B. Flutamide alters the distribution of c-Src and affects the N-cadherin-
p-catenin complex in the seminiferous epithelium of adult rat. Andrology 2015, 3: 569-81

(IF = 3.502, 50 punktéw MNiSW)

2. Chojnacka K, Zarzycka M, Hejmej A, Mruk DD, Gorowska E, Klimek M, Kotula-
Balak M, Bilinska B. Hydroxyflutamide affects connexin 43 via the activation of PI3K/Akt-
Dependent pathway but has no effect on its crosstalk with ERK1/2 pathway at the Raf-1
kinase level in primary rat Sertoli cells. 7 oxicology in Vitro 2015, doi:
10.1016/5.tiv.2015.019.027.

(IF =2.903, 30 punktéw MNiSW)

W pracy Autorka zamiescila informacje, ze Jej osobisty wkiad w realizacje badan byt
proporcjonalny do innych Autoréw. Majac na uwadze wysokg range czasopism mierzong
impact factorem oraz suma punktéw MNISW - 80 nalezy podkresli¢ "duza wage"
osiagnietych rezultatow.

Szczegolowe zadania w ramach realizacji zalozonego celu badawczego Autorka ujeta
nast¢pujaco:

1. Analiz¢ zmian ekspresji genéw kodujacych Cx43, N-kadheryne i B-katening na
poziomie mRNA oraz bialka.

2. Analizg¢ zmian poziomu fosforylacji kinazy c-Src, Akt, Raf-1, ERK1/2 oraz
fosfatazy PTEN.

3. Pomiar aktywnosci kinazy Akt.



4. Wykazanie lokalizacji danego biatka w poszczegdlnych komérkach gonady szezura.

5. Wykazanie zmian w tworzeniu i/lub rozpadowi komplekséw biatkowych pomiedzy
wybranymi biatkami polgczen migdzykomérkowych oraz kinazami biatkowymi.

W rozprawie doktorskiej zostat zachowany uklad tradycyjny obejmujacy Spis Tresci,
Wykaz stosowanych skrétow, Wstep, Cele Pracy, Materiat i Metody, Wyniki, Dyskusje oraz
Whioski, Streszczenie i Pi$miennictwo. Przedlozona do oceny rozprawa zawiera réwniez
streszczenie w j. angielskim.

Wstep pracy stanowi interesujacy przeglad najnowszych informacji dotyczacych
tematyki badawczej prezentowanej w recenzowanej pracy. Autorka przedstawia w nim dane,
ktére czytelnikowi pozwalajg wglebi¢ sie w tematyke, ktéra obecnie jest poznawana przez
osrodki badawcze na $wiecie w celu poznania systeméw regulacyjnych w obszarze jadra,
gdzie  funkcjonuje  bariera  krew-jadro.  Obecno$é  réznorodnych polgczen
mi¢dzykomérkowych w obszarze jadra w miejscu bariery krew- jadro jest unikalna i rézna
W porownaniu z analogiczng barierg np. w obszarze mézgu. Doktorantka czyni przeglad
Swiatowego pismiennictwa z zakresu, ktory jest Jej obiektem zainteresowan, opisujac barierg
krew-jadro, rodzaje potaczen migdzykomérkowych z oméwieniem ich fizjologii, oraz budowe
1 funkcje receptora androgenowego, ktérego blokada byla istotna w przeprowadzeniu
doswiadczen. Rozdziat ten napisany jest jezykiem, ktéry umozliwia tzw. "lekkie" czytanie.

Hipoteza badawcza Pani mgr Katarzyny Chojnackiej zwigzana jest z najnowszymi
trendami w badaniach nad poznaniem precyzyjnych i ztozonych mechanizméw lezacych
u podloza regulacji proceséw zwigzanych ze spermatogeneza i jej endokrynna regulacia.

Cele pracy w oparciu o hipotezg¢ badawcza przedstawione zostaly w sposob
precyzyjny i w calosci zostaly zrealizowane

Czg$¢ metodyczna pracy nie nasuwa zastrzeZen, a sposob przedstawienia wynikow
zastuguje na wysokg oceng. Do badan w doswiadczeniu in vivo uzyto dojrzatych plciowo
samcow szczura szezepu Wistar, w badaniach in vitro komorki Sertoliego izolowane z jader
20 dniowych szczuréw.

Analiz¢ statystyczng wynikéw przeprowadzano z uzyciem oprogramowania
STATISTICA (wersja 10.0) , wykorzystujgc do analiz testy Levene'a i test Shapiro-Wilka
oraz nieparametryczny test U-Mahna-Whitneya. Wyniki uznano za istotnie rézne przy
poziomie P<0.05.

Autorka w zaprezentowanych badaniach wykonala ogrom pracy stosujac techniki
molekularne i biochemiczne pozwalajace na wykazanie w badanym materiale zmian

w ekspresji genéw na poziomie mRNA i bialka oraz zmian w poziomie fosforylacji
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i aktywnosci kinaz. Ponadto stosowala techniki immunohistochemiczne dajace mozliwosé
rozszerzenia wczesniejszych analiz  poprzez wykazanie lokalizacji danego bialka
w  poszczegolnych komoérkach gonady szczura oraz metode ko-immunoprecypitacji
i ko-immunofluorescencji do stwierdzenia zmian w tworzeniu i/lub rozpadzie komplekséw
biatkowych pomigdzy wybranymi bialkami potaczen miedzykomérkowych, a kinazg c-Sre.

Do najwazniejszych osiggnie¢ pracy w opinii recenzenta nalezy wykazanie, iz
postnatalna ekspozycja szczuréw na flutamid prowadzi do statystycznie istotnego wzrostu
ekspresji koneksyny Cx43 na poziomie mRNA i biatka co jak sugeruje Autorka wynika
z rozrostu tkanki interstycjalnej. Z drugiej strony Autorka obserwowata zanik ekspresji Cx43
w miejscu bariery krew-jadro, co wskazuje na zaburzenie jej integralnosci. W badaniach
Autorki nie miato to jednak istotnego wplywu na przebieg spermatogenezy.

Postnatalna ekspozycja szczuréw na flutamid prowadzi réwniez do statystycznie
istotnego wzrostu ekspresji N-kadheryny ale nie prowadzi do zmian w poziomie ekspresji
p-kateniny na poziomach mRNA i bialek. Ponadto flutamid zaburza lokalizacje komérkowa
N-kadheryny 1 -kateniny w rejonie bariery krew-jadro, co wskazuje na zaburzona funkcje tej
bariery. Dodatkowo flutamid powoduje rozpad kompleksu N-kadheryny i pB-kateniny
w bazalnej czgsci kanalikow plemnikotworczych na poziomie BTB.

W badaniach in vitro hydroksyflutamid powodowal wzrost poziomu ufosforylowania
kinazy ERK1/2, najbardziej istotny juz po 5-ciu minutach inkubacji komoérek Sertoliego, oraz
stymulowal aktywnos¢ kinazy Akt, co manifestowalo si¢ wzrostem poziomu fosforylacji jej
substratu (GSK-3 a/p).

Rozdziat Dyskusja Autorka podzielita na 5 podrozdziatow tematycznie przypisanych
celom zatozenia badawczego. W oparciu o $wiatowe pismiennictwo przeprowadza szeroka
polemike konczacg si¢ wlasnymi sugestiami, co istotnie wzbogaca oceniany manuskrypt.

Uzyskane rezultaty po przeprowadzeniu badan upowaznily autorke do prezentacji
wiasnych wnioskow.

1. Ograniczona dostgpnos¢ androgenéw skutkuje zaburzeniami bialek polgczen
przylegania N-kadheryny oraz p-kateniny a takze kinazy c-Src manifestujgcymi sie
delokalizacjg i nieprawidlowa ekspresja tych bialek oraz rozpadem kompleksu kinazy
c-Src/N-kadheryny/B-kateniny, co przemawia za rola androgenow w regulacji funkcji
polaczen przylegania za posrednictwem kinazy c-Src.

2. Ekspresja Cx43 regulowana jest poprzez androgeny.



3. Uruchamiana przez HF kaskada sygnalizacyjna z udziatem kinaz ERK1/2 oraz Akt
moze indukowa¢ dlugofalowe zmiany manifestujace si¢ zaburzeniami funkcjonowania
polaczen migdzykomoérkowych pomigdzy komorkami Sertoliego oraz germinalnymi.

4. Zaburzona ekspresja bialek polgczen miedzykomorkowych moze by¢ takze
rezultatem zablokowania przez flutamid klasycznych AR.

Reasumujgc - przedstawione do recenzji opracowanie stanowi cenny wkiad do
poznania mechanizméw wigczonych w regulacje spermatogenezy szczegdlnie w warunkach
deficytu androgenéw lub ich ograniczonego dostepu np. w czasie terapii flutamidowe;.
Zdaniem recenzenta w niedalekiej przyszltosci wyniki prezentowanych badan znajda
zastosowanie w terapii szczegdlnie hormonozaleznych nowotwordw.

W ocenianej dysertacji Doktorantka wykazata sie¢ bardzo dobrym opanowaniem
szerokiego warsztatu badawczego, zrozumieniem rozpatrywanych probleméw i znajomoscia
pismiennictwa z zakresu tematyki prowadzonych badan. Na szczegolne podkreslenie zdaniem
recenzenta zastuguje doskonaly wybor tematyki, ktory zreszta jest kontynuacja szeroko
pojetej problematyki badawczej zespolu Pani Prof. Barbary Bilinskiej, badacza
0 ugruntowanej pozycji w $wiecie naukowym oraz znajomosé przez Doktorantke swiatowego
pisSmiennictwa, ktoéra umozliwia szerokg dyskusj¢ w odniesieniu do wybranych zagadnien
badawczych. Na podstawie analizy ocenianej rozprawy doktorskiej mozna przypuszczaé, ze
Doktorantka posiada wazne w pracy badawczej cechy jak pracowito$é, solidnos$é
1 dociekliwosé.

Jednoczesnie majagc na uwadze bardzo dobre opracowanie prezentowanej
w recenzowanym manuskrypcie tematyki zachecitbym Autorke do opublikowania w jezyku
polskim pracy przegladowej, ktéra bylaby nieocenionym materialem Zrédlowym na seminaria

studentow wydzialéw przyrodniczych.

WNIOSEK KONCOWY

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr mgr Katarzyny Chojnackiej pt:
"Molekularne mechanizmy funkcjonowania polgczen miedzykomoérkowych w gonadzie
meskiej szczura w warunkach ograniczonego dostepu androgenéw :badania in vivo i in
vitro" spelnia wszystkie wymagania — okreslone w Ustawie z dnia 14 marca 2003 roku
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz.U.Nr 65, poz 59,Dz. U. 2005 nr 164 poz. 1365 oraz Dz.U z 2011r nr 84 poz.455).—

stawiane pracom doktorskim i w zwigzku z powyzszym zwracam si¢ do Wysokiej Rady
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Wydzial Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu Jagiellonskiego o dopuszczenie Pani mgr
Katarzyny Chojnackiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego dotyczacego nadania

stopnia naukowego doktora w obszarze nauk przyrodniczych w dziedzinie nauk

biologicznych i dyscyplinie biologii.

Roéwnoczesnie pragne przedlozy¢ Wysokiej Radzie w pelni uzasadniony, moim

zdaniem, wniosek o wyro6znienie pracy.

Prof. dr hab MMarek Koziorowski



