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RECENZIA
rozprawy doktorskiej mgr Matgorzaty Brzoskwini
pt.: ,Efekty krétkotrwatego dziatania flutamidu w komérkach Leydiga szczura. Badania molekularne
i ultrastrukturalne”, wykonanej w Zaktadzie Endokrynologii Instytutu Zoologii i Badar
Biomedycznych pod kierunkiem prof. dr. hab. Barbary Biliriskiej

Ocena wartosci naukowe] rozprawy

Podstawowe funkcje gonad meskich ssakéw, do ktérych naleza: produkcja zdrowych i biologicznie
funkcjonalnych plemnikéw oraz produkcja hormondw steroidowych, podlega centralnej i lokalne
regulacji endokrynnej, w ktérej kluczowa role petnig komérki somatyczne gonad. Wiele cennych
informacji dotyczacych komorkowych i molékularnych mechanizméw, przez ktére androgeny
kontrolujg procesy spermatogenezy i steroidogenezy, utrzymujac ich wydajnoé¢ w okresie
dojrzatosci piciowej, dostarczajg badania z wykorzystaniem modeli zwierzecych. O ile klasyczny
mechanizm dziatania androgenéw, w tym testosteronu, przez wewngtrzkomorkowy receptor
androgenowy jest stosunkowo dobrze poznany, to rola sygnalizacji androgenowej z udziatem
nieklasycznych receptoréw btonowych wciaz wymaga prowadzenia dalszych badarn i potwierdzenia.
Uwazam, ze rozprawa doktorska mgr Matgorzaty Brzoskwini bardzo dobrze wpisuje sie w ten
aktualny i wazny nurt badawczy i wnosi nowa wiedze naukowa na temat podtoza molekularnego
zaleznej od androgenéw regulacji steroidogenezy w komérkach Leydiga, ze szczegolnym
uwzglednieniem roli homeostazy mitochondridw. Praca istotnie poszerza wiedze z zakresu
endokrynologii rozrodu i andrologii. Trzeba w tym miejscu podkresli¢, ze czeéé wynikéw rozprawy
doktorskiej mgr Brzoskwini zostata opublikowana w prestizowych czasopismach naukowych
indeksowanych w bazie Web of Science tj. Scientific Reports i International Journal of Molecular

Sciences. W obydwu publikacjach Doktorantka jest pierwszym autorem.



Ocena poprawnosci redakcyjnej rozprawy
Uktad redakcyjny pracy jest typowy dla rozpraw doktorskich. Zasadniczy trzon pracy zawiera 107
stron maszynopisu, na ktory sktada sie 6 rozdziatdw tj. wstep, hipoteza i cele pracy, materiaty i
metody, wyniki, dyskusja, wnioski oraz pismiennictwo. Proporcje miedzy poszczegdlnymi
rozdziatami zostaty zachowane. Doktorantka zamiescita réwniez informacje o finansowaniu badan
oraz wykaz opublikowanych prac oryginalnych, ktére zawierajg cze$¢ wynikéw badan opisanych w
rozprawie. Rozprawe uzupetniajg streszczenia w jezyku polskim i angielskim oraz spis skrétow.
Streszczenia zostaty bfednie umieszczone przed wykazem piémiennictwa, a powinny znajdowac sie
na korncu pracy. Rozprawa nie zawiera spisu tabel i tablic. Umieszczenie takich wykazéw moze nie
jest obowigzkowe, ale ufatwiajg recenzentowi czytanie dyskusji, odnoszac sie do szczegdtowe;j
dokumentacji uzyskanych wynikéw badan.

Tekst rozprawy zostat napisany z duzg starannoscig, z dbatoscig zaréwno o poprawnosé
jezykowa jak i strong edytorska tekstu. Na pochwate zastuguje szata graficzna pracy.
Ocena wartosci merytorycznej rozprawy
We wstepie doktorantka w sposéb zwiezly i tresciwy omdwita podstawy centralnej i lokalne]
regulacji hormonalnej w gonadach meskich. W kolejnych podrozdziatach szczegétowo opisuje
strukture i funkcje komoérek Leydiga, zwtaszcza w kontekécie przebiegu i regulacji aktywnosci
steroidogennej tych komodrek z udziatem czynnikéw endogennych. W korcowej czesci tego
rozdziatu Doktorantka przedstawia niezbedne informacje na temat sygnalizacji androgenowej w
gonadach meskich, uwzgledniajagc klasyczny i nieklasyczny mechanizm dziatania androgendéw oraz
modelowe zwigzki chemiczne wykorzystywane w badaniach mechanizmdéw lezgcych u podstaw
dziatania receptorow androgenowych i ich wptywu na funkcjonowanie tkanki jadra. Uwazam, ze
wstep teoretyczny wystarczajgco argumentuje postawiong w pracy hipoteze badawcza, ktdra
,zaktada istnienie zaleznodci pomiedzy steroidogenng funkcjg komdrek Leydiga szczura i
mozliwoscig jej potencjalnej autoregulacji wywotanej krétkotrwatym zaburzeniem sygnalizacji
androgenowej przez flutamid”. Doktorantka zaktada réwniez, 7e ,prawidtowa produkcja
androgenéw uwarunkowana jest stanem strukturalnym komérek Leydiga, a kazde zaburzenie
dostepu tych hormondéw moze wptywaé na aktywno$é¢ sekrecyjna komdérek Leydiga i prowadzi¢ do
zmian w obrebie organelli”. Doktorantka sformutowata siedem szczegétowych celéw badawczych,
ktdre przedstawiajg raczej plan przeprowadzonych w pracy analiz i pomiaréw. W moje] opinii
niektore cele zostaty Zle zredagowane. Na przyktad; celem naukowym badan nie moze byé¢ ,pomiar

obwodowych stezeri LH, cholesterolu i testosteronu oraz wewnatrzjgdrowych stezeri testosteronu i



estradiolu”. W tym miejscu powinnismy wskaza¢ na powdd dla ktérego chcemy te oznaczenia
wykonac, ewentualnie na jakie pytanie chcemy uzyska¢ odpowiedzi, analizujgc uzyskane wyniki.

Nalezy podkredli¢, ze postawione zadania Doktorantka zrealizowata w sposdb logiczny,
konsekwentny i kompleksowy za pomoca bardzo dobrze zaplanowanego warsztatu badawczego,
uwzgledniajgcego przeprowadzenie badar w dwdch uzupetniajgcych sie modelach badawczych: in
vivo, ktory obejmowat analizy skrawkéw jader dojrzatych piciowo szczuréw oraz in vitro z
zastosowaniem hodowli pierwotnych szczurzych komérek Leydiga oraz linii mysich komdrek TM3.
Ekspresje badanych gendw analizowano na poziomie transkryptu, wykorzystujac ilodciowa reakcje
PCR w czasie rzeczywistym, klasyczng technike stosowang w biologii molekularnej, oraz na poziomie
biatka w analizie Western Blot. Uzupetnieniem analiz molekularnych sg przeprowadzone badania
immunolokalizacji dla wszystkich badanych biatek oraz wyniki obwodowego i wewnatrzjgdrowego
poziomu wybranych hormonoéw steroidowych uzyskane metoda ELISA. Bardzo waiznym i
nowatorskim podejsciem badawczym sg przeprowadzone w pracy badania ultrastrukturalne z
analizg morfometryczng wybranych parametréw komoérek Leydiga, ktére po raz pierwszy
wykorzystano do wykonania komputerowych rekonstrukcji 3D, pozwalajacych na ocene
wzajemnych powigzan miedzy organellami wewnatrz pojedynczych komdrek.

Rozdziat z wynikami badar zostat opracowany bardzo starannie i stanowi obszerna czeé¢
catej rozprawy. Wyniki przedstawiono w 5 czytelnych tabelach i na 38 tablicach, co bardzo utatwia
czytelnikowi zapoznanie sie z duza iloscig danych. Uwage zwracaja bardzo dobrej jakosci
mikrofotografie. Do najwazniejszych wynikéw badan zaliczam:

1. Wykazanie zréznicowanego rozmieszczenia receptoréw adipokin w komdrkach gonad
szczura, co wskazuje na ich potencjalne lokalne para- lub autokrynne dziatanie.
Androgeny mogg regulowa¢ ekspresje apeliny i waspiny oraz ich receptoréw,
odpowiednio APLNR i GRP78, w komérkach Leydiga przy udziale zaréwno receptora
androgenowego jak i bfonowego receptora ZIP9. Wyniki wnoszg nowa wiedze na temat
udziatu adipokin w regulacji funkcji meskiego ukfadu rozrodczego.

2. Scharakteryzowanie mechanizmu prowadzacego do nasilenia steroidogennej funkcji
komorek Leydiga szczura w warunkach ograniczonego dostepu androgendw, ktory
uwzglednia zmiany w budowie i rozmieszczeniu mitochondriéw tych komdrek. Co
wiecej, tworzeniu sie aktywnych sieci mitochondrialnych towarzyszy wzrost ekspresji
biatek mitochondrialnych, Drpl i Mfn2, zaangazowanych w dynamike tych organelli.

Z catg pewnoscig nalezy stwierdzi¢, ze Doktorantka zaprezentowata szeroki wachlarz

umiejetnoéci badawczych, taczac badania molekularne i ultrastrukturalne, co wymagato nie tylko



opanowania rozbudowanego warsztatu metodycznego, ale réwniez wykazania sie umiejetnosciami
dogtebnej analizy badanych skomplikowanych proceséw biologicznych oraz przedyskutowania
uzyskanych wynikéw w oparciu o najnowsze i nierzadko wykluczajace sie dane z pismiennictwa. W
mojej opinii z tego zadania Doktorantka wywiazata sie bardzo dobrze. Rozprawe korczy pie¢ dobrze
sformutowanych ciekawych wnioskéw wynikajacych z przeprowadzonych badan, ktére stanowia
inspiracje do dalszych poszukiwan naukowo-badawczych.

Uwagi krytyczne

Ten punkt musze uwzgledni¢ w recenzji z obowigzku. Chce podkredli¢, ze rozprawe czytatam z
przyjemnoscig i nie mam istotnych uwag krytycznych, poza wczeéniej wskazanymi uchybieniami,
ktore nie umniejszajg mojej wysokiej ocenie wartoéci naukowej i merytorycznej rozprawy. W tym
miejscu proszg Doktorantke o przedstawienie podczas obrony planu kontynuacji bardzo ciekawych
badan dotyczgcych homeostazy mitochondriéw m. in. w odniesieniu do rozbudowania warsztatu
badawczego, czego zabrakto mi w dyskusiji.

Whniosek koricowy

W podsumowaniu stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Malgorzaty Brzoskwini spetnia
wymagania okreslone w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i
tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65 z 2003 r., poz. 595, z
pozn. zm.). Wnosze zatem do Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu Jagiellonskiego w
Krakowie o dopuszczenie mgr Matgorzaty Brzoskwini do dalszych etapdw postepowania o nadanie
stopnia doktora w dziedzinie nauk scistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne. Ponadto,
biorgc pod uwage nowatorski charakter uzyskanych wynikéw oraz fakt, ze ich czes$¢ zostata
opublikowana w prestizowych miedzynarodowych czasopismach naukowych o wysokim IF,
zwracam sig do Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne UJ z wnioskiem o wyrdznienie rozprawy

doktorskie;j.
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