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pt. ,,Komunikacja jukstakrynowa w gonadzie meskiej gryzoni a dzialanie androgenow
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pod kierunkiem dr hab. Anny Hejmej, prof. UJ

W ciagu ponad stuletniego okresu intensywnego rozwoju badan zwigzanych z biologia
rozrodu samcéw oraz endokrynologia gonady meskiej, uczeni podejmowali proby
wyjasnienia proceséw zwigzanych z produkeja plemnikéw oraz synteza meskich hormonéw —
androgenow. W Polsce liderem tych badan stal sie osrodek krakowski, w ktérym pod
kierunkiem Pani Prof. Barbary Bilinskiej prowadzone byly i nadal sg kontynuowane prace
dotyczace wyjasnienia parakrynowych oddzialywan pomiedzy komérkami Leydiga,
Sertoliego, komorkami plemnikotwérczymi oraz uktadu odpornosciowego. Badania
prowadzone w ostatnich latach w Zakladzie Endokrynologii Instytutu Zoologii i Badan
Biomedycznych Uniwersytetu Jagiellonskiego wykazaly, ze zablokowanie dziatania
androgendw na poziomie receptora androgenowego jest przyczyna nieprawidtowej ekspresji
1 lokalizacji biatek pofaczen miedzykomérkowych, m.in. ztgcz szczelinowych w nablonku
plemnikotworczym, co z kolei wydaje sie by¢ jednym z czynnikow prowadzacych do
zaburzenia funkeji jgder. Rozprawa doktorska Pani mgr Alicji Kaminskiej, wpisujaca sie w
nurt tych badan, jest proba okreslenia wzajemnego oddzialywania miedzy komunikacja
jukstakrynowa (z udzialem szlaku Notch) a sygnalizacja androgenowa w jadrach gryzoni,
przede wszystkim w komdrkach Sertoliego, oraz wyjasnienia, czy aktywno$¢ szlaku Notch
moze podlega¢ zaburzajgcemu dzialaniu srodowiskowych substancji hormonalnie czynnych.

Oceniana rozprawa obejmuje w sumie 154 strony i jest podzielona na 8§ rozdziatow:
Wstep, Hipoteza i cele pracy, Material i Mctody, Wyniki, Dyskusja, Wnioski, Streszczenie
i Literatura. Jest to uktad typowy, stosowany w tego typu naukowych opracowaniach. Gtéwne
rozdziaty dysertacji zostaty poprzedzone pigciostronicowym wykazem skrétéw, ktdry ulatwia
lekture calej pracy oraz informacjg dotyczaca zrodet finansowania badan (2 tematy DS,
ktorych kierownikiem byta Doktorantka oraz 2 granty NCN: MINIATURAI i OPUS13 —
kierowane przez dr hab. Ann¢ Hejmej, promotora pracy). Znajduje sie tutaj rowniez wykaz
publikacji naukowych, ktére ukazaty si¢ w czasopismach indeksowanych w bazie Web of
Science o stosunkowo wysokim wspotczynniku wptywu IF, w ktérych opublikowano czesé
wynikoéw badan zamieszczonych w pracy doktorskiej. Sa to nastepujace prace:



I. Kaminska A. i inni (2018) Bisphenol A and dibutyl phthalate affect the expression of
juxtacrine signaling factors in rat testis. Chemosphere 199: 182—190 (IF = 5,108; 100

pkt.)

2. Kamifiska A. i inni (2020) Notch signaling regulates nuclear androgen receptor AR
and membrane androgen receptor ZIP9 in mouse Sertoli cells. Andrology 8: 457-472.
(IF = 3,106; 140 pkt.)

3. Kaminska A. i inni (2020) Disruption of androgen signaling during puberty affects
Notch pathway in rat seminiferous epithelium. Reproductive Biolology and
Endocrinology 18:30 (IF =2,589; 140 pkt.)

W publikacjach tych Pani mgr Alicja Kaminska jest plerwszym autorem, a wigc nalezy
przypuszczac, ze miala znaczacy udzial w ich przygotowaniu. W tym kontekscie chciatbym
zapytac, dlaczego Doktorantka nie zdecydowala sie na prace doktorskq w postaci zbioru kilku
publikacji naukowych, co na pewno utatwitoby analize calej dysertacji? Bowiem znaczna
czgs¢ wynikow zamieszczonych w ocenianej dysertacii znajduje si¢ roéwniez w
przedstawionych publikacjach naukowych — byly one recenzowane przez niezaleznych
recenzentow i nie powinny by¢ ponownie oceniane przez recenzenta pracy.

W swojej pracy doktorskiej mgr Alicja Kaminska postawita pytanie czy sygnalizacja
Jukstakrynowa oddziatuje z sygnalizacja androgenows i poprzez te interakcje wplywa na
funkcjonowanie gonady meskiej. Tutaj nalezy wyjasni¢, ze w gonadzie meskiej zachowanie
homeostazy i zapewnienie wilasciwych warunkéw przebiegu spermatogenezy warunkowane
Jest wspotdziataniem ukiadu endokrynnego kontrolujacego funkcje komorek Leydiga
i Sertoliego oraz lokalnymi mechanizmami regulacyjnymi, do ktérych zalicza sie sygnalizacjg
parakrynowa, potaczenia migdzykomoérkowe i sygnalizacje jukstakrynows. Dotychczas
najlepiej scharakteryzowanym szlakiem sygnatowym bioracym udzial w oddziatywaniach
jukstakrynowych jest szlak sygnatowy Notch, ktéry odgrywa istotng role w koordynowaniu
roznicowania komérek i decyzji dotyczacych ich loséw w wielu narzadach. Aktywacja tego
szlaku jest indukowana przez wigzanie zewngtrzkomérkowej domeny receptorow Notch
z blonowymi ligandami obecnymi na sasiednich komérkach. Powoduje to odcigcie
zewnatrzkomérkowej domeny Notch przez dezintegrine i metaloproteinaze ADAM, podczas
gdy domena wewnatrzkomorkowa jest rozszczepiana przez kompleks y-sekretazy. Uwolniona
wewnatrzkomorkowa domena Notch (NICD) przemieszeza sie do jadra, gdzie tworzy
kompleks ziozony z czynnika transkrypcyjnego RBP-J i biatka MAMLI, ktory wraz
z acetylotransferazami histonowymi wplywa na ekspresje genow efektorowych (glownie
represorow transkrypcji) nalezacych do rodziny Hes i Hey. Postawiona przez Autorke
hipoteza badawcza zaklada istnienie wzajemnej zaleznosci migdzy sygnalizacja androgenowa
a aktywnoscig szlaku sygnatowego Notch w jadrze gryzoni (ze szczegolnym uwzglednieniem
udziatu komorek Sertoliego jako gléwnych mediatoréw dziatania androgenéw w przebiegu
procesu spermatogenezy) oraz mozliwos¢ zaburzajgcego wptywu srodowiskowych substancji
hormonalnie czynnych na aktywnos$é¢ szlaku Notch. Podstawowym celem pracy byla
weryfikacja tej hipotezy, w oparciu o wyniki uzyskane w eksperymentach in vitro i in vivo
zaplanowanych w trzech kolejnych etapach. Sformutowanie celu badan zostato poprzedzone
starannym opisem zagadnienia i jasnym uzasadnieniem w rozdziale 2 , Hipoteza i cele pracy”.

Nalezy podkresli¢, ze przedstawiona przez Autorke hipoteza badawcza opiera si¢ na
swietnej znajomosci pi$miennictwa, ktérego przeglad znajdujemy w rozdziale 1. »wstep”,
Dotyczy on funkcji gonady meskiej i roli komoérek Sertoliego w kontroli procesu
spermatogenezy, sygnalizacji jukstakrynowej (ze szczegdlnym uwzglednieniem szlaku
Notch) oraz androgenowej, gdzie transdukcja sygnatu zachodzi za posrednictwem receptora
AR lub blonowego receptora ZIP9 oraz klaudyn - biatek androgenozaleznych. Ponadto



wrozdziale tym znajduja si¢ przydatne informacje dotyczace czesto  stosowanych
w badaniach  sygnalizacji androgenowej, niesteroidowych antagonistow  receptordw
androgenowych, takich jak: flutamid i 2-hydroksyflutamid - dla receptora jadrowego (AR)
oraz bikalutamid wykorzystany do zahamowania zaréwno receptora AR, jak i blonowego
receptora androgenowego (ZIP9). Mozna tutaj znalez¢é réwniez dane dotyczace stosowania
1,2-etanodimetanosulfonianu (EDS), ktéry degradujac komérki Leydiga, blokuje produkcje
testosteronu. Substancje te zostaty wykorzystane przez Autorke pracy w zaplanowanych
doswiadczeniach. W ostatniej sekcji rozdziatu ,,Wstep” Autorka przybliza czytelnikowi
zagadnienia zwigzane z wptywem $rodowiskowych zwiazkéw o aktywnosci hormonalnej, ze
szezegolnym uwzglednieniem stosowanych we wlasnych badaniach, bisfenolu A i ftalanu
butylu, na funkcje osi podwzgorze-przysadka-jadra i procesy zachodzgce w gonadzie meskiej.
Tak dobrze przygotowany przeglad pismiennictwa oraz znajomogé poszczegolnych zagadnien
na pewno pomogt Autorce w opracowaniu metodologii badan, uzasadnieniu ich celowodci
oraz omowieniu wynikéw badan wlasnych. Jego wykaz obejmuje 318 pozycii,
przedstawionych w rozdziale 8, zatytutowanym , Literatura”. Wykaz piSmiennictwa zostat
przygotowany niezwykle starannie. Uktad alfabetyczny, numeracja oraz interlinia miedzy
poszezegolnymi pozycjami powoduje, ze znalezienie danego cytowania nie sprawia trudnosci
czytelnikowli. W calym tekscie znalaziem tylko jedno cytowanie na stronie 28 (Nordkap i wsp.
2011), ktore zostalo pominigte w rozdziale ,, Literatura”. Tutaj pojawiajq sig¢ jeszcze dwie
uwagl, raczej techniczne: (i) nie jest jasne dlaczego w spisie pismiennictwa Autorka w
tytulach niektorych publikacji uzywa wielkich liter, jak w nazwach wlasnych, a w innych nie,
(1) szkoda, ze Autorka nie zdecydowala sie na umieszczenie numeru DO ktory pomaga w
znalezieniu danej pozycji w Internecie, (iii) publikacje nr 156 i 157 oraz 290 i 291 wydane w
tym samym roku, kidrych pierwszym autorem jest ta sama osoba powinny byé oznaczone
literami ,,a” i, b".

Jak juz wezesniej zaznaczylem, podstawowym celem dysertacji przedstawionym
wrozdziale 2 , Hipoteza i cele pracy” bylo zbadanie wzajemnego oddzialywania migdzy
komunikacja jukstakrynows a sygnalizacjg androgenowg w jadrach gryzoni, ze szczegolnym
uwzglednieniem udziatu komorek Sertoliego oraz wyjasnienie, czy aktywnosé szlaku Notch
moze podlega¢ zaburzajacemu dziataniu srodowiskowych substancji hormonalnie czynnych.
Autorka podjeta si¢ pracochtonnych i kompleksowych badan, z wykorzystaniem modeli
invitro 1 in vivo, ktérych realizacja obejmowata:

1. wyjasnienie roli szlaku sygnatlowego Notch w regulacji sygnalizacji androgenowej
w komorkach Sertoliego i eksplantach jader poprzez: (a) wykazanie zmian ekspresji
receptorow androgenowych (AR i ZIP9), genéw androgenozaleznych (klaudyny 5
i klaudyny 11) oraz zmian stgzenia cAMP w mysich i szczurzych komérkach
Sertoliego oraz eksplantach jader szczura po zahamowaniu aktywnosci szlaku Notch
in vitro oraz (b) okreslenie roli ligandow szlaku Notch (JAGI, DLLI i DLL4)
w regulacji ekspresji receptorow AR i ZIP9 oraz klaudyny 5 i klaudyny 11 w mysich
(TM4 i 15P1) oraz szczurzych (izolowanych od 20-dniowych szczurow) komorkach
Sertoliego in vitro.

2. wyjasnienie roli sygnalizacji androgenowej w kontroli ekspresji komponentéw szlaku
Notch oraz jego aktywnosci w gonadzie meskiej gryzoni, ze szczegllnym
uwzglednieniem komérek Sertoliego, poprzez: (a) wykazanie roli testosteronu
w kontroli aktywnosci szlaku Notch w mysich i szczurzych komoérkach Sertoliego in
vitro, (b) wykazanie zmian ekspresji i lokalizacji komponentéw szlaku Notch
(NotchI/NIICD, HEYI1, HESI) po =zastosowaniu antagonistow receptorow
androgenowych (2-hydroksyflutamid, bikalutamid) oraz wyciszeniu ekspresji AR



1 ZIP9 w mysich oraz szczurzych komérkach Sertoliego in vitro, oraz (c) wykazanie
zmian ekspresji oraz lokalizacji biatek szlaku Notch (Notchl/N1ICD, HEY1, HESI,
JAGI1, DLLI, DLL4) w jadrach szczuréw po zastosowaniu flutamidu lub EDS in vivo
w okresie dojrzewania piciowego oraz dorostosci.

3. okreslenie wptywu bisfenolu A i ftalanu dibutylu (ksenobiotykéw o aktywnosci
hormonalnej) na sygnalizacj¢ jukstakrynowa poprzez wykazanie zmian ekspresji
komponentéw szlaku Notch (Notchl/N1ICD, HEY1, HESI1, HESS, JAGI1, DLLI1,
DLL4) w eksplantach jader szczuréw inkubowanych in vitro w obecnodci tych
ksenobiotykow.

Rozdziat 3. pt. ,,Material i metody”, obejmujacy 19 stron pracy, zostat podzielony na
13 podrozdziatéw, w ktérych zawarto szczegdtowy opis przeprowadzonych dos$wiadczen,
zastosowanych procedur oraz metod analitycznych i statystycznych. W pierwszych dwoch
podrozdziatach (3.1. i 3.2.) Autorka najpierw opisata metodyke izolacji i hodowli eksplantow
jader szczuréw szczepu Wistar, izolacji i hodowli pierwotne; szczurzych komdrek Sertoliego,
a takze hodowli mysich komorek Sertoliego: TM4 — wykazujacych ekspresje¢ androgenowych
receptorow jadrowych (AR) i btonowych (ZIP9) oraz 15P-1 — posiadajacych tylko receptor
ZIP9. Uzycie tych dwoch réznych linii komorkowych umozliwito wyjasnienie roli obu typow
receptorow androgenowych w regulacji szlaku Notch w komérkach Sertoliego. W dalszej
czgsci Autorka przedstawita schematy 5-ciu doswiadezen in vitro. W do$wiadczeniach tych
w celu zahamowania sygnalizacji Notch zastosowano inhibitor y-sekretazy, DAPT, oraz
wyciszono ekspresj¢ genu Rbp-j poprzez transfekcje komoérek Sertoliego specyficznym
siRNA, natomiast do aktywacji sygnalizacji Notch uzyto immobilizowanych ligandéw
receptora Notch (JAGI, DLL1 i DLL4). W celu okreslenia roli receptoréw androgenowych w
regulacji  szlaku Notch, komorki Sertoliego inkubowano z testosteronem lub/i
antyandrogenami (2-hydroksyflutamidem i bikalutamidem), lub wyciszono ekspresje genow
kodujacych receptory Ar i Zip9. Do wykazania wplywu srodowiskowych substancji
hormonalnie czynnych na szlak Notch wykorzystano eksplanty jader szczuréw inkubowane
w obecnosci bisfenolu A i ftalanu dibutylu. W kolejnych dwéch podrozdzialach (33.134.)
Autorka opisata przebieg doswiadczen in vivo, w ktérych materiat badawczy stanowity samce
szezurow, ktore byly utrzymywane w rezimie $wietlnym 12L:12D wolnym dostepem do
wody i paszy. Doswiadczenia przeprowadzono na 5-tygodniowych samcach (bedacych w
okresie dojrzewania plciowego) oraz na dojrzalych pleiowo 3-miesiecznych samcach. W obu
grupach wiekowych zwierzeta podzielono na dwie grupy: kontrolng i doswiadczalng (n=6
w kazdej grupie). W pierwszej grupie doswiadczalnej szczury otrzymaly przez 7 kolejnych
dni podskérnie iniekcje flutamidu w dawce 50 mg/kg masy ciala, w celu zablokowania
sygnalizacji receptorow AR. Drugg grupe doswiadczalng stanowity szczury, ktorym podano
jednorazowsy iniekcje EDS w dawce 75 mg/kg masy ciata, w celu zablokowania syntezy i
sekrecji testosteronu z komérek Leydiga. W 8 dniu po pierwszej iniekcji flutamidu lub EDS
szczury usmiercono, izolowano jadra, a nastepnie utrwalono z przeznaczeniem do badan
immunohistochemicznych lub zamrazano i przechowywano do czasu prowadzenia analiz
molekularnych. Dodatkowo od wszystkich osobnikéw pobrano krew, a nastepnie uzyskano
osocze do pomiaru stezenia testosteronu.

W kolejnych 8 podrozdziatach (3.5. — 3.12.) rozdziatu ,,Materiat i metody” Autorka
skrupulatnie opisata stosowane metody analityczne: izolacje RNA i oznaczenie poziomu
mRNA metodg qRT-PCR z zastosowaniem interkalatora SYBR Green; izolacje biatka
1 analiz¢ Western blot — stuzacg do okreslenia ekspresji genu na poziomie bialka; procedurg
histologiczng oraz analiz¢ immunohistochemiczng i immunofluorescencyjng; pomiar poziomu
CAMP 1 testosteronu metods immunoenzymatyczng; metodyke shuizaca do pomiaru



aktywnosci  szlaku  sygnalowego Notch poprzez pomiar aktywnosci czynnika
transkrypcyjnego RBP-J, a takze analize zywotnosci komérek. Ostatnim podrozdzialem tej
czgsci pracy (3.13.) jest opis stosowanych metod statystycznych, ktore zdaniem recenzenta
zostaly prawidlowo dobrane i wykorzystane do okreslenia istotnosci réznic mie¢dzy $rednimi.

W odniesieniu do tego rozdziatu pracy chciatbym prosié Doktorantke o wyjasnienie
nastepujacych kwestii:

1. Dlaczego w analizie ekspresji genow metodg qRT-PCR zastosowala az 4 geny
kontrolne? W jaki sposdb obliczano sredniq ekspresje i dlaczego na wykresach w
przypadku grupy kontrolnej nie zaznaczono odchylenia standardowego (SD) lub
bledu standardowego Sredniej (S.E.M)?

2. Z kolei w analizie Western blot wykorzystano tylko jeden gen kontrolny, czy
w kontekscie analizy gRT-PCR nie nalezalo réwniez odniesé poziom biatka
badanego genu do przynajmniej dwdch biatek kontrolnych?

3. Czyiw jaki sposéb przeprowadzono walidacje uzytych przeciwcial?
4. Dlaczego opisy tabel (Tabele 1-5) znajdujq sie pod tabelami, a nie nad nimi?

Zdaniem recenzenta w Tabeli 2 powinno sie podaé numer danego genu w Banku
Gendw (1zw. GenBank Accession Number), ktéry ulatwilby szybkie odnalezienie
sekwencji nukleotydowej danego genu w bazach NCBI.

Pomimo tych kilku watpliwosci uwazam, ze rozdzial 3 ,Materiat i metody” zostat
dobrze skonstruowany; przebieg do$wiadczen, jak réwniez zastosowane metody badawcze
przedstawiono w sposob precyzyjny, wyczerpujacy i przejrzysty. Zamieszczone w tabelach
dane dotyczgce uzytych sekwencji starterowych i przeciwciat pierwszorzedowych pozwalaja
czytelnikowi na zorientowanie si¢ w liczbie analizowanych genéw, a takze wskazuja na
ogrom pracy, ktérg nalezalo wykona¢ badajac ich ekspresje. Szczegblowe opisy wielu
nowoczesnych technik biologii molekularnej i procedur badawczych wykorzystanych w pracy
swiadczy o bardzo dobrym przygotowaniu Autorki dysertacji do pracy laboratoryjne;.

Uzyskane wyniki zostaly dobrze udokumentowane i zaprezentowane w nastepnym
rozdziale pracy (4. Wyniki). Obejmuje on az 55 stron maszynopisu i jest podzielony na
3 gtéwne podrozdzialy adekwatne do zadan badawczych przedstawionych w rozdziale
~Hipoteza i cele pracy”. Wyniki badan zostaty zaprezentowane w jednej tabeli (Tabela 5) i na
49 tablicach, z ktorych az 32 stanowig tablice zawierajace od 2 do 10 wykresow,
przedstawiajacych wyniki analiz ekspresji badanych genéw na poziomie mRNA i biatka,
uzyskane odpowiednio metodami gRT-PCR i Western blot. Wszystkie histogramy
przedstawiajgce wyniki analiz Western blot zostaly udokumentowane zamieszczonymi
zdjgciami z uwidocznionymi prazkami, zarejestrowanymi podczas analizy densytometryczne;j.
Trzy sposréd 49 tablic przedstawiaja wyniki analiz zywotnosci mysich komérek Sertoliego
linii TM4 i 15P-1 po zastosowaniu DAPT (inhibitor y-sekretazy) oraz siRNA dla gendw Rbp-
J» Ar 1 Zip9. Ponadto, na 14 tablicach przedstawiono kolorowe zdjecia spod mikroskopu
przedstawiajgce lokalizacje biatek receptoréw androgenowych AR i ZIP9 oraz komponentow
szlaku Notch (NIICD — aktywnej formy receptora Notchl, HEY1 i HES1 — bialek
efektorowych) w komoérkach TM4 i 15P-1 metoda immunofluorescencyjna, a takze
lokalizacje ligandéw receptora Notch (JAG1, DLLI i DLL4) oraz bialek N1ICD, HEY],
HEST 1 HES5 w eksplantach jader szczur6w metoda immunohistochemiczng. Nalezy
podkresli¢, ze wszystkie tablice zostaty przygotowane bardzo starannie i dobrze opisane, tak
aby utatwi¢ czytelnikowi zorientowanie si¢ w jaki sposéb przeprowadzono dany eksperyment
oraz co zawierajg poszczegolne wykresy i zdjecia mikroskopowe. Znaczaca czeéé wynikow



znajduje si¢ we wczesniej przedstawionych publikacjach, a wykresy w nich zawarte sg
tozsame z prezentowanymi w ocenianej dysertacii.

Pierwsza czgs¢ wynikow opisana w podrozdziale 4.1. i czgéciowo opublikowana w
pracy nr 2 (Kaminska i in., Andrology 2020) dotyczy roli szlaku Notch w regulacji ekspresji
receptorow androgenowych AR i ZIP9 oraz biatek androgenozaleznych — klaudyn w gonadzie
meskiej gryzoni. Autorka dysertacji, stosujac analize gRT-PCR, Western blot
i immunofluorescencyjng wykazata, ze zahamowanie szlaku Notch w mysich komorkach
Sertoliego oraz szczurzych eksplantach jader zwieksza ekspresje mRNA i biatka receptorow
androgenowych, jadrowego (AR) i blonowego (ZIP9), co w konsekwencji powoduje wzrost
stezenia cAMP i nasila ekspresj¢ klaudyny 11 oraz klaudyny 5. Aktywacja szlaku Notch
poprzez ekspozycje komorek Sertoliego na rekombinowany ligand DLL1 zmniejsza ekspresje
receptora AR oraz klaudyny 11, natomiast aktywacja szlaku Notch przez rekombinowany
ligand JAG1 hamuje ekspresj¢ receptora ZIP9 i klaudyny 5. Na podstawie tych wynikéw
Autorka wnioskuje, ze w komorkach Sertoliego szlak Notch reguluje sygnalizacje
androgenowa poprzez specyficzne dziatanie ligandow DLL1 i JAGI odpowiednio na
ekspresj¢ receptorow AR i ZIP9.

Druga czgs¢ badan, ktore czgsciowo opublikowano w pracy nr 3 (Kaminska i in.,
Reproductive Biology and Endocrinology, 2020) dotyczy roli sygnalizacji androgenowej
w kontroli aktywnosci i ekspresji komponentéw szlaku Notch w gonadzie meskiej. Wyniki tej
czgsci badan zostaly udokumentowane w podrozdziale 4.2. Doktorantka wykazala, ze
testosteron, dziatajac zarowno przez receptor AR, jak i ZIP9, zwicksza aktywnos¢ szlaku
Notch w komérkach Sertoliego, z kolei zablokowanie sygnalizacii androgenowej powoduje
zmniejszenie tej aktywnosci poprzez hamowanie ekspresji mRNA receptora Notchl i biatka
NIICD, a takze biatek efektorowych HEYI1 i HESI. Ponadto, Autorka wykazata, ze
w komorkach Sertoliego regulacja ekspresji genéw HEY1 i HESI jest kontrolowana
odpowiednio przez receptory AR i ZIP9. Z kolei w badaniach in vivo wykazata, ze
ograniczenie dziatania androgenéw w okresie dojrzewania ptciowego oraz dorostosci skutkuje
obnizeniem ekspresji Notch1/N1ICD oraz HEY1 i HES1. Ponadto, wplyw podania flutamidu
(blokera receptoréw androgenowych) lub EDS (blokera syntezy testosteronu) na ekspresje
i lokalizacjg ligandéw JAG1, DLL1 i DLL4 zalezat od wicku szczuréw. Wyniki te wskazuja
na rolg androgenéw w kontroli sygnalizacji Notch w jadrze oraz udzial AR i ZIP9
w specyficznej regulacji gendw efektorowych szlaku Notch w komérkach Sertoliego.

W trzeciej czgsci prowadzonych badan, opisanych w podrozdziale 4.3.
i opublikowanych w pracy nr 1 (Kaminska i in., Chemosphere, 2018) Autorka dysertacji
wykazala, ze ekspozycja eksplantow jader szczura na bisfenol A lub ftalan dibutylu zwicksza
ekspresj¢ biatka sygnatowego Notchl i efektorowego HEY, a takze ligandow JAGT i DLIL4,
natomiast zmniejsza ekspresje liganda DLLI. Ponadto, ekspozycja cksplantéw na drugi
z badanych  ksenobiotykéw —zmniejsza ekspresje biatka HES5. Wyniki analizy
immuohistochemicznej potwierdzily, ze oba zwiazki zaburzaja ekspresje  komponentéw
szlaku Notch w kanaliku plemnikotworczym oraz tkance interstycjalnej, jednak ich wplyw na
poszczegolne typy komorek jest zroznicowany.

W odniesieniu do tego rozdziatu pracy chciatbym prosié Doktorantke o wyjasnienie
nastepujgcych kwestii:
1. Dlaczego nie pokusila si¢ o zbadanie wplywu bisfenolu A i fralanu dibutylu na

ekspresje i lokalizacje bialek szlaku Notch w gonadach szczuréw w warunkach in
vivo lub w warunkach in vitro, ale na izolowanych komdrkach Sertoliego?



2. Czy nie mozna bylo wykorzysta¢ mysich linii komérkowych TM4 i 15P-1 w celu
okreslenia wplywu badanych ksenobiotykéw na interakcje miedzy sygnalizacjg
androgenowq a jukstakrynowq?

3. W publikacji nr 2, przedstawiono réwniez ekspresje mRNA genu Notch 2 i biatka
N2ICD w jgdrach szczuréw eksponowanych na dzialanie flutamidu lub EDS.
Dlaczego Autorka nie zdecydowata sig umiescié tych wynikéw w ocenianej
dysertacji?

4. Dlaczego na wykresach przedstawiajqcych ten sam parametr (np. ekspresje mRNA
lub bialka) nie zastosowano na osi odcietych takiej samej skali, ktéra ultatwitaby
porownanie wynikow?

3. Dlaczego wszystkie histogramy sq w odcieniach szaro$ci? Czy w dysertacji nie
byloby lepiej wykonaé te wykresy w kolorze?

Wyniki badaf uzyskane przez Doktorantke zostaly oméwione na 19 stronach pracy
wrozdziale 5. ,Dyskusja”. Zostal on podzielony na trzy podrozdzialy odpowiadajace
sformutowanym celom badan. W tej czesci pracy Autorka umiejetnie analizuje wyniki badan
wiasnych odnoszac je do pi$miennictwa z tego zakresu. Ta czes¢ pracy stanowi niewatpliwie
istotny wklad Doktorantki w wyjasnienie znaczenia szlaku Notch w kontroli sygnalizacji
androgenowej (genomowej 1 pozagenomowej) oraz roli androgenéw 1 sygnalizacji
androgenowej w regulacji aktywnosci szlaku Notch w gonadzie meskiej. Autorka w sposob
umiej¢tny wyjasnia réwniez w jaki sposob egzogenne substancje o aktywnosci hormonalnej,
jak np. bisfenol A i ftalan dibutylu, zaburzajace ekspresje poszczegblnych komponentéw
szlaku Notch moga oddziatywa¢ na funkcje jadra szczuréw. Tekst poszczegdlnych czesci
~Dyskusji” jest napisany w sposob zwiezty i precyzyjny, co $wiadczy o umiejetnosci
syntetycznego podejscia do opisywanych interakcji miedzy sygnalizacja androgenowa
a justakrynowa, wlasciwej interpretacji oraz umiejetnosci dyskusji wynikéw badan wlasnych,
w swietle dotychczasowych pogladéw uczonych zajmujacych sie tym zagadnieniem.

Szkoda, ze Autorka nie zdecydowala si¢ na zamieszczenie podsumowania w Jformie
schematu, kiory ulatwitby czytelnikowi lepsze zrozumienie skomplikowanych interakcji miedzy
sygnalizacjq androgenowq a jukstakrynowq i/lub oddzialywania badanych ksenobiotykéw na
poszczegolne komponenty szlaku Notch.

W' rozdziale 6. zatytutowanym ,Wnioski” Autorka dysertacji zawarla siedem
uogdlnien, do ktérych nie wnosze zastrzezen; sa one odpowiednio udokumentowane
i oméwione we wezesniejszym rozdziale. Sformutowane wnioski dowodza, ze postawiona
hipoteza zostata zweryfikowana, a zalozone cele badan zostaty osiagniete. Nie wnosze
rowniez zastrzezefi do zamieszczonych w rozdziale 7 streszczen polsko- i anglojezycznego.

W ostatnim 8. rozdziale pt. ,Literatura”, Doktorantka na 22 stronach pracy
przedstawia listg 318 cytowanych w tekscie prac anglojezycznych. Wiekszoéé z nich stanowig
pozycje pismiennictwa ostatnich 10 lat, ktére tematycznie sa Scisle zwigzane z trescig pracy
doktorskiej. Zapoznanie si¢ z tak obszerna literaturg $wiadczy o znakomitej erudycji Autorki.
Kilka drobnych uwag dotyczacych tego rozdziahi przedstawitem na stronie 3 recenzji.

Praca napisana jest dobra polszczyzna, a nieliczne bledy edytorskie sa zaznaczone
w egzemplarzu pracy recenzenta; nie wplywaja one na ocene merytoryczng catej pracy.

Podsumowanie i wniosek koncowy

Przedstawiona mi do oceny praca doktorska Pani mgr Alicji Kaminskiej jest
nowatorska, ciekawa i merytorycznie bardzo dobra. Ma ona walory poznawcze, a uzyskane



wyniki stanowig istotny wktad w zrozumienie interakcji migdzy komunikacja jukstakrynowa
a sygnalizacja androgenowa. Wspoldziatanie tych szlakéw moze stanowié istotny czynnik
regulujacy fizjologie komorek Sertoliego, a jego zaburzenia moga skutkowaé zakldceniem
procesow kluczowych dla przebiegu spermatogenezy, takich jak ekspresja bialek bariery
krew-jgdro. Na podkreslenie zastuguja przyjete zalozenia metodyczne i wykorzystanie
nowoczesnych technik molekularnych w realizacji poszczegolnych zadan badawczych, ktore
pozwolily Autorce dysertacji zrealizowaé¢ zamierzone cele. Praca napisana zostata jasno
1 przejrzy$cie, a Autorka potrafita przedstawié trudne zagadnienia w przystepnej formie.
Pomimo kilku uwag wyrazonych w moje;j recenzji stwierdzam jednoznacznie, ze przedlozona
mi do oceny rozprawa doktorska pt. *Komunikacja Jukstakrynowa w gonadzie meskiej gryzoni
a dzialanie androgenéw oraz Srodowiskowych zwiqzkow  hormonalnie czynnych” spehia
wymogi okreslone w ,,Ustawie o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach
i tytule w zakresie sztuki” z dnia 14 marca 2003 roku (Dz. U. nr 65, poz. 595, z pézniejszymi
zmianami). Wnioskuje zatem o dopuszczenie przez Rade Dyscypliny Nauki biologiczne
Uniwersytetu Jagiellofiskiego w Krakowie Pani mgr Alicji Kaminskiej do dalszych etapow
przewodu doktorskiego. Ponadto, biorac pod uwage przedstawione powyzej argumenty
dotyczace waloréw metodycznych i naukowych ocenianej pracy wnosz¢ o wyrdznienie
ocenianej dysertacji i jej Autorki stosowng nagroda okreslong przepisami obowigzujacymi
w Uniwersytecie Jagiellonskim.




