Zatacznik do o$wiadczenia promotora rozprawy doktorskiej:

Streszczenie pracy doktorskiej z akceptacjg promotora.

Prostata jest dodatkowym gruczotem meskiego uktadu rozrodczego, znajdujgcym sie
pod Scistg kontrolg androgenéw odpowiedzialnych za rdznicowanie i prawidtowe
funkcjonowanie tego narzadu oraz utrzymanie jego homeostazy. Nalezy zaznaczy¢, iz
kluczowe dla dziatania tego organu sa réwniez interakcje pomiedzy jego komérkami poprzez
wyspecjalizowane potgczenia miedzykomorkowe. Na podstawie kilkuletnich badan grupy
Bilinskiej wiadomo, ze ograniczenie dostepnosci androgenéw poprzez zablokowanie ich
dziatania na poziomie receptora androgenowego (AR), wywotuje zaburzenie ekspresji i
lokalizacji biatek potgczenn migdzykomérkowych, co wydaje sie byé przyczyng
nieprawidtowego funkcjonowania gonady meskiej knuréw. Ponadto, w najnowszych
badaniach udowodniono, ze flutamid aktywujgc kinaze Src, nasila fosforylacje N-kadheryny
i B-kateniny w gonadzie meskiej szczura, co prowadzi do rozpadu kompleksu tych biatek, ich
delokalizacji i rozluznienia potgczen przylegania w rejonie bariery krew-jgdro. Gtéwnym
celem niniejszej pracy byto zbadanie czy antyandrogen flutamid zaburza funkcjonowanie AR
| biatek potaczen przylegania B-kateniny i E-kadheryny w prostacie poprzez wptyw na zmiane
ekspresji, lokalizacji i poziomu fosforylacji kinaz biatkowych: ¢-Src, Raf-1, ERK1/2 i kinazy
Akt, uczestniczacych
w nieklasycznej drodze kontrolowanej przez androgeny. Cele pracy realizowane byly w
systemie in vivo i w systemie in vitro. W badaniach stosowano techniki molekularne i
biochemiczne pozwalajgce na wykazanie zmian ekspresji genéw na poziomie mRNA i biatka
oraz zmian fosforylacji badanych kinaz. Natomiast w celu lokalizacji badanych biatek i kinaz
biatkowych ~ w  poszczegdélnych komérkach  prostaty = wykorzystano  techniki
immunohistochemiczne i immunocytochemiczne.

W systemie in vivo knurom podawano flutamid w iniekcjach podskérnych w dawce 50
mg/kg masy ciata co drugi dzien. Pierwszg grupe stanowity knury poddawane dziataniu
flutamidu w okresie neonatalnym od 2 — 10 dnia po urodzeniu (PD2), natomiast druga grupe
stanowity knury eksponowane na flutamid w okresie prepubertalnym od 90 — 98 dnia po
urodzeniu (PD90). Analiza histologiczna prostaty dojrzatych pitciowo knuréw wykazata
zmiany morfologiczne nabtonka prostaty w wyniku ekspozycji na flutamid. Na podstawie
analizy gRT-PCR i Western blot stwierdzono obnizong ekspresje genéw kodujgcych AR i E-
kadheryne zar6wno na poziomie mRNA, jak i biatka oraz podwyzszong ekspresje B-kateniny
na poziomie biatka. W kolejnym etapie badan, analiza immunohistochemiczna wykazata, iz
flutamid zaburza lokalizacjg AR i B-kateniny w komorkach prostaty knura.

W badaniach prowadzonych w systemie in vitro materiat badawczy stanowity ludzkie
linie komérek nowotworowych: LNCaP — posiadajgce AR oraz PC3 nie posiadajace AR.
Komérki obu badanych linii inkubowane byty z hydroksyflutamidem (HF). Analiza western
blot i ocena densytometryczna wykazaty, iz w komérkach LNCaP inkubacja z HF prowadzi
do spadku fosforylacji AR oraz wzrostu fosforylacji E-kadheryny, zaé w komérkach PC3
podanie HF wywoluje spadek poziomu fosforylacji N-kadheryny i B-kateniny. Zmiany te
swiadczg o zaburzeniu funkcjonowania biatek potgczen przylegania i moga wyjasniaé
inwazyjnos¢ tych komorek. Ponadto, w komoérkach LNCaP podanie HF uruchamia
transaktywacje (cross-talk) $ciezki PI3K/Akt i MAPK poprzez obnizenie fosforylacji kinazy Akt
i spadek aktywnosci kinaz Raf-1 i ERK1/2, co hamuje $ciezke MAPK.
W komoérkach PC3 natomiast, HF powoduje wzrost poziomu fosforylacji kinazy Akt i ERK1/2
bez mozliwosci oddziatywania typu ,cross-talk”. W dalszych badaniach analiza
immunocytochemiczna wykazata zmiany lokalizacji kinazy Akt w komérkach LNCaP i kinazy
ERK1/2 w komérkach PC3 po ekspozycji na HF, co prowadzi do utraty funkcjonalnosci tych
kinaz i skutkuje nieprawidtowg sygnalizacjg przez PI3K/Akt i MAPK.

Zatem, zaréwno zablokowanie przez flutamid klasycznej drogi dziatania androgenéw
przez AR, jak i zaburzenie przez HF sygnalizacji z udziatem kinaz biatkowych moze by¢
przyczyng zmian funkcjonowania potgczen przylegania w prostacie.



