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Badania molekularne i ultrastrukturalne

Recenzja zostala wykonana na wniosek Rady Dyscypliny Nauki biologiczne

Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie z dnia 22.11.2022 r.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska wykonana zostala w Zakladzie
Endokrynologii Instytutu Zoologii i Bada Biomedycznych, pod opickg naukowsa Pani Profesor
dr hab. Barbary Bilinskiej, Cztonka PAN i PAU.

Na rozprawe doktorskg sktadajg si¢ wyniki badan opublikowane w dwodch oryginalnych
pracach, w latach 2020 i 2021, w czasopismach z listy JCR, ktorych lgczny wspdtczynnik
oddziatywania Impact Factor wynosi 10,259 (5,923 i 4,993). Ponizej wyszczeg6lniono
publikacje Doktorantki, wchodzace w skiad dorobku naukowego, na podstawie ktorych ubiega
si¢ o stopien doktora nauk biologicznych:

1. Brzoskwinia M., Pardyak L., Rak A., Kaminska A., Hejmej A., Marek S., Kotula-Balak
M., Bilifiska B. Flutamide alters the expresson of chemerin, apelin and vaspin and their

respective receptors in the testes in adult rats, International Journal of Molecular Sciences,

2020, 21,:4439;



2. Brzoskwinia M, Pardyak L, Kamiriska A, Tworzydlo W Hejmej A , Marek S, Biliaski
SM, Bilinska B. Flutamide treatment reveals a relationship between steroidogenic activity

of Leydig cells and ultrastructure of their mitochondria. Scientific Reports, 2021, 11:13772.

Zgodnie z informacjg Doktorantki cz¢$é wynikoéw rozprawy doktorskiej zostata
zrealizowana w ramach projektu ,,Ekspresja adipokin — chemeryny, apeliny i waspiny oraz ich
receptorbw w komérkach Leydiga szczura po do$wiadczalnie wywoltanym ograniczeniu
dzialania androgenéw” finansowanego ze $rodkéw przyznanych na dziatalno$é naukowa
stuzgcg rozwojowi uczestnikow studiow doktoranckich na Wydziale Biologii UJ w roku 2019
(N18/MNS/00019) oraz projektu OPUS 12 (2016/23/B/NZ4/01788) finansowanego przez
Narodowe Centrum Nauki (zadanie dodatkowe ,,Zmiany aktywnosci steroidogennej komoérek
Leydiga i réznice w ich ultrastrukturze pod wplywem krétkotrwatej ekspozycji na flutamid”
realizowane w latach 2019-2020.

Do oceny przedstawiony zostal manuskrypt napisany w jezyku polskim stanowigcy
kompendium uzyskanych wynikéw przedstawionych w pracach oryginalnych.

Doktorantka nie dolgczyla do manuskryptu oryginalnych prac, ktére sg dostepne
w bazie Web of Science. Jej pierwsze miejsce w skladzie autorskim potwierdza dominujacy
udzial w prowadzonych badaniach, jak i zapisy zawarte w contribution obu prac oraz fakt
imiennego dofinansowania badan prowadzonych w ramach studium doktoranckiego Wydziah
Biologii UJ. W $wietle powyzszych danych recenzent uznaje, ze indywidualny wkiad
Doktorantki w powstanie zaprezentowanych oryginalnych prac potwierdzony przez
wspolautoréw w contribution nalezy uznaé za wystarczajagcy do przediozenia ich Dostojnej
Radzie Dyscypliny Nauki biologiczne w celu procedowania dalszego postepowania.
Doktorantka uczestniczyta migdzy innymi w planowaniu eksperymentéw, pobieraniu materiatu
do badan, przeprowadzaniu analiz i opracowaniu wynikow i pisania pracy.

Tematyka zalgczonych oryginalnych prac jest zgodna z zataczonym manuskryptem
przedlozonym do oceny i odzwierciedla tresci zawarte pracach oryginalnych.

Przedstawiony do oceny manuskrypt liczy 117 stron. Zawiera nastgpujace rozdzialy:
Wykaz stosowanych skrotow, Wstep, Hipoteza i cele pracy, Materialty i metody, Wyniki,
Dyskusja, Wnioski, Streszczenie, Summary oraz Literatura. Ponadto w przedstawionym do
oceny manuskrypcie w tresci zawartych jest 48 tablic i 4 ryciny.

Manuskrypt napisany jest poprawnym jezykiem z zachowaniem wymagan

przewidzianych dla opracowan naukowych.



Oryginalne prace, w ktorych zawarte sg wyniki badan Doktorantki i wspOtpracownikow
zostaly opublikowane w czasopismach liczacych si¢ na arenie $wiatowej nauki. Przed
przyjgciem do druku poddane zostaty wnikliwej analizie przez recenzentéw, uznanych
w Swiecie specjalistow w zakresic badan nad efektami dzialania flutamidu . Duzg
niezgrabnoscig byloby ponowne ocenienie przez recenzenta prac opublikowanych w wysoko
impaktowych czasopismach. Powolany na recenzenta pracy doktorskiej pozwolg sobie ocenié
zaprezentowany autoreferat zgodnie z wymaganiami dla postgpowan o uzyskanie stopnia
doktora nauk biologicznych.

We wstepie liczgcym 15 stron Autorka zawarla przeglad wspétczesnej wiedzy z zakresu
fizjologii meskiego uktadu rozrodczego. Przedstawita wspélczesne dane literaturowe
poczynajac od omowienia wielopigtrowosci regulacyjnej poprzez oddziatywanie auto
1 parakrynowe, opisata budowe komoérek Leydiga wraz z syntezg hormonéw steroidowych w
ich obszarze. Odniosta sig do roli mitochondriéw w przebiegu steroidogenezy oraz roli adipokin
w regulacji funkcji komérek Leydiga. Wstep zamyka opis budowy i funkcji receptoréw
androgenowych wraz z klasycznym i nieklasycznym mechanizmem dziatania androgenéw oraz
zopisem dziatania antyandrogenéw. Cato$¢ tego rozdziat ilustrowana jest 4-ma rycinami (jedna
oryginalna, 3 zmienione i adaptowane).

Hipoteza badawcza przedstawionej do recenzji pracy doktorskiej opiera sie na
doskonatej znajomosci dostgpnego $wiatowego piSmiennictwa oraz wynikow badan
prowadzonych w Zakladzie. Dotyczy ona szeroko pojetej andrologii i zaktada istnienie
zaleznosci pomigdzy funkcjg komorek Leydiga szczura wraz z mozliwoscia jej autoregulacii
po zaburzeniu sygnalizacji przez flutamid.

W celu potwierdzenia lub zaprzeczenia przedstawionej powyzej hipotezy badawczej
Doktorantka podjela sie dzialan, ktére zawarte sg w ponizej zaprezentowanych systemach
z uzyciem metod in vivo, jak i in vitro. Jako material badawczy stuzyly tkanki jader dojrzatych
plciowo szczurdw, jak i pierwotna hodowla komoérek Leydiga oraz hodowla linii komercyjnej
TM3 mysich komérek Leydiga.

Jako szczegdlowe cele badawcze Doktorantka przedstawita analize ekspresji gendw
kodujacych peryliping 1 Plinl, biatko translokatorowe 7T'spo, biatko natychmiastowo regulujgce
steroidogeneze Star, izoenzym 11A1 cytochromu P450 Cypllal, dehydrogenaze 3p-
hydroksysteroidows 3f3-Hsd i aromataze Cypl9al na poziomie mRNA i biatka po ekspozycji
na dziatanie flutamidu, pomiar poziomoéw hormonu luteinizujagcego LH, cholesterolu
i testosteronu oraz wewnatrz jgdrowy pomiar stezen testosteronu i estradiolu oraz ocene
morfologii komoérek Leydiga. Dodatkowo zaplanowata okreslenie sygnalizacji androgenowej
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w kontroli ekspresji wybranych adipokin (apeliny, waspiny, chemeryny) oraz ich receptordow.
Wykonata analizy ultrastrukturalne komérek Leydiga wraz z tréjwymiarowg oceng struktury
mitochondriéw. Okreglita role sygnalizacji androgenowej w kontroli ekspresji biatek
mitochondrialnych w komdrkach Leydiga.

Materiat badawczy stanowily szczury Wistar ze zwierzgtarni Collegium Medicum
Uniwersytetu Jagiellonskiego, a wszystkie procedury wykonywano za zgoda II Lokalnej
Komisji Etycznej w Krakowie (Uchwata 116/2012 i 189/2018).

Wszystkie procedury w zakresie metodyki badan zostaty wykonane zgodnie ze
standardami uznanymi w $wiatowym pi$miennictwie za obowigzujace i zostaty zaakceptowane
przez recenzentow prac oryginalnych.

Analizg statystyczng uzyskanych wynikéw Doktorantka wykonata przy pomocy
programu  Statistical0.0 (Stat Soft). Zastosowala test Levene’a w celu sprawdzenia
jednorodnosci wariancji, a do sprawdzenia normalnosci rozktadu test Shapiro-Wilka. Wyniki
ocenita jednokierunkowsg analizg wariancji (ANOV A) i testem post-hoc Tukey’a lub Dunnett’a.
Wyniki przedstawione w pracy zostaly zaprezentowane jako srednia + odchylenie standardowe.
Réznice istotne statystycznie przyjeto przy P<0,05.

Uzyskane wyniki badania jader barwionych hematoksyling i eozyna nie wykazaty
istotnych réznic morfologicznych, natomiast stwierdzono istotne (p< 0.005) powigkszenie
tkanki interstycjalnej w tkankach poddanych ekspozycji na flutamid.

Pozytywng reakcj¢ immunohistochemiczng stwierdzono w tkance interstycjalne;
zar6wno u szczuréw kontrolnych, jak i traktowanych flutamidem, przy czym reakcja byla
bardziej intensywna po ekspozycji na flutamid. U szczuréw traktowanych flutamidem
zaobserwowano istotny wzrost poziomu cholesterolu, hormonu luteinizujacego (LH)
i testosteronu (T) w osoczu krwi oraz poziomu testosteronu i estradiolu w homogenatach jader.
Zwiegkszenie poziomu LH w osoczu krwi wskazuje na funkcjonowanie osi podwzgorze-
przysadka-gonady, co w efekcie prowadzi do nasilonej aktywnosci komorek Leydiga,
a nastepnie do wzrostu wewnatrzjgdrowego poziomu testosteronu i estradiolu.

W osoczu krwi szczuréw poddanych dziataniu flutamidu nie zaobserwowano istotnych
statystycznie réznic w poziomie apeliny, waspiny i chemeryny, co wskazuje na brak reakcji
zablokowania receptora androgenowego na poziom adipokin w krwi.

Analiza przezywalnosci komorek linii TM3 wykazata, ze hydroksyflutamid (HF)
1 bikalutamid (BIC) w badanych st¢zeniach nie sg toksyczne dla tej linii komdrkowej. Badania
ckspresji i lokalizacji apeliny i jej receptora (APLNR) na poziomie biatka mRNA wykazaty
cytoplazmatyczny sygnal w komorkach linii TM3. Dalsze badania wykazaly, ze regulacja
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ekspresji apeliny i jej receptora moze odbywaé si¢ poprzez udziat receptoréw androgenowego
(AR) 1 blonowego receptora androgenowego (ZIP9). Podobnie barwienie fluorescencyjne
wykazato cytoplazmatyczny i jadrowy sygnat waspiny oraz cytoplazmatyczny receptora biatka
78 kDa regulowanego glukoza (GRP78) w komérkach linii TM3. Analizy western blot i qRT-
PCR potwierdzily regulacje ekspresji waspiny i jej receptora przez androgeny.

Inkubacja komorek linii TM3 =z testosteronem (T) spowodowala obnizenie
intensywnosci  sygnatu chemeryny, natomiast inkubacja z hydroksyflutamidem (IF),
hydroksyflutamidem oraz testosteronem (HF+T), bikalutamidem (BIC), bikalutamidem oraz
testosteronem (BIC+T) spowodowaty wzmocnienie sygnatu w poréwnaniu do grupy kontrolnej
oraz inkubowanej z testosteronem (T). Po inkubacji komérek z testosteronem (T) nie
stwierdzono zmian ekspresji chemeryny na poziomie biatka i transkryptu, podczas gdy
inkubacja z hydroksyflutamidem (HF) oraz bikalutamidem (BIC) spowodowala znaczacy
wzrost ekspresji chemeryny. Po inkubacji komorek z bikalutamidem (BIC) i bikalutamidem
oraz testosteronem (BIC+T) obserwowano istotny spadek ekspresji na poziomie biatka
i transkryptu. Sugeruje to, iz bikalutamid (BIC) skutecznie zablokowat dziatanie testosteronu
(T), co sugeruje, ze regulacja poziomu receptora 1 podobnego do chemokin (CMKLR1) przez
testosteron (1) moze odbywac¢ si¢ przy udziale obu receptoréw — androgenowego (AR) oraz
btonowego receptora androgenowego (ZIP9).

W celu wykazania roli receptora androgenowego (AR) i blonowego receptora
androgenowego (ZIP9) w kontroli ekspresji apeliny i jej receptora (APLNR), waspiny i jej
receptora (GRP78) oraz chemeryny i jej receptordw (CCRL2 oraz CMKLR1), wyciszano
ekspresj¢ tych receptoréw poprzez transfekcje¢ specyficznymi malymi interferujgcymi RNA
(siRNA) 1 badano ekspresj¢ tych bialek. Analiza przezywalnodci komoérek wykazata, ze
receptor androgenowy (AR) i blonowy receptor androgenowy (ZIP9) siRNA nie sg toksyczne
dla komoérek linii TM3 w zadnym z zastosowanych stgzefi. W komorkach z wyciszong ekspresja
receptora androgenowego (AR) i blonowego receptora androgenowego (ZIP9) zaobserwowano
spadek intensywnosci sygnatu apeliny i jej receptora w porownaniu do kontroli. Wyniki badan
potwierdzily regulacj¢ ekspresji apeliny i jej receptora przez testosteron przy udziale obu
receptorow androgenowego (AR) 1 blonowego androgenowego (ZIP9).

Doktorantka wykazata, iz wyciszenie ekspresji receptora androgenowego (AR)
spowodowato nieznaczny wzrost intensywnosci sygnatu waspiny ale nie spowodowato zmian
w intensywnosci sygnahu jej receptora (GRP78). Wyciszenie ekspresji blonowego receptora
androgenowego (ZIP9) spowodowato spadek intensywnosci sygnatu waspiny, a dodanie
testosteronu (T) nie zmienito natezenia sygnatu. Spowodowato rowniez wzmocnienie sygnatu
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receptora waspiny (GRP78), ktorego poziom nie zmienit si¢ po dodaniu testosteronu (T).
Uzyskane wyniki potwierdzily regulacje poziomu waspiny i jej receptora przy udziale
blonowego receptora androgenowego (ZI1P9).

Kolejny fragment eksperymentu wykazal wzrost intensywno$ci sygnatu chemeryny
przy wyciszeniu ekspresji receptora androgenowego (AR) i blonowego receptora
androgenowego (ZIP9). Wyciszenie ekspres;ji tych receptoréw oraz inkubacja transfekowanych
komorek z testosteronem (T) skutkowata istotnym wzrostem ekspresji chemeryny na poziomie
biatka i mRNA. Wyciszenie ekspresji receptora androgenowego (AR) 1 blonowego receptora
androgenowego (ZIP9) potwierdzito brak udziatu androgenéw w kontroli ekspresji receptora 1
zwigzanego z biatkiem G.

Doktorantka przeprowadzila analize w obrazie ultrastrukturalnym. Komérki Leydiga
szczurow do$wiadczalnych z flutamidem byty wieksze w porownaniu do komoérek kontrolnych,
zaobserwowala rowniez réznice w polgczeniach miedzykomorkowych.

Badanie immunofluorescencyjne w jadrach szczurow traktowanych flutamidem
wykazaly wzrost intensywnosci sygnatu dynaminy 1 (Drpl) i mitofuzyny 2 (Mfn2)
w poréwnaniu do kontroli, a intensywno$é sygnatu translokazy bony zewngtrznej (Tom20) nie
zmienila si¢. Analiza western blot i qRT-PCR potwierdzita zmieniong ekspresj¢ dynaminy 1
(Drpl) i mitofuzyny 2 (Mfn2), oraz nie potwierdzity zmian w ekspresji translokazy btony
zewnetrznej (Tom20) na poziomie biatka i mRNA w tkankach jader szczuréw grupy kontrolnej
i badanej. Doktorantka wykazata, ze regulacja ekspresji dynaminy 1 (Drpl) i mitofuzyny 2
(Mfn2) odbywa sie z udzialem receptoréw androgenowego (AR) i blonowego androgenowego
(ZIP9).

Zaréwno w hodowli pierwotnej komdrek Leydiga szczuréw (komorki PRLC), jaki
w komérkach linii TM3 barwienie fluorescencyjne wykazato sygnal translokazy blony
zewnetrznej (Tom20), w hodowli z testosteronem wykazano nieznaczny wzrost intensywnosci
sygnatu oraz charakteryzowal je istotny wzrost ekspresji translokazy blony zewngtrzne]
(Tom20) na poziomie biatka i mRNA w wynikach analiz western blot i gRT-PCR. Autorka
sugeruje, ze ekspresja translokazy blony zewnetrznej (Tom20) pozostaje pod kontrola
sygnalizacji androgenowej przez receptor androgenowy (AR), bez udzialu blonowego
receptora androgenowego (ZIP9).

W komérkach linii TM3, w ktorych wyciszono ekspresje receptora androgenowego
(AR) lub blonowego receptora androgenowego (ZIP9) zaobserwowano spadek intensywnosci
sygnatu dynaminy 1 (Drpl) i mitofuzyny 2 (Mfn2) w poréwnaniu do kontroli. Ekspozycja na
testosteron nie wywolata zmian. Regulacja poziomu dynaminy1 (Drpl) i mitofuzyny 2 (Mfn2)
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przez testosteron odbywa si¢ z udzialem receptoréw androgenowego (AR) i blonowego
androgenowego (ZIP9). Autorka wykazata natomiast, iz regulacja poziomu translokazy btony

zewngtrznej (Tom20) przez testosteron odbywa sie z udziatem receptora androgenowego (AR).

Podsumowujgc Autorka w manuskrypcie zaprezentowata wyniki badafi, w ktérych
wykazata wplyw flutamidu na aktywnosé¢ i ultrastrukture komérek Leydiga szczuréow. Na
podstawie przeprowadzonych badaf sformulowala wnioski, iz podwyzszenie poziomu
hormonéw steroidowych i wzrost ekspresji enzymoéw steroidogenezy sugeruje, iz blokada
sygnalizacji androgenowej wzmaga mechanizm kompensacyjny prowadzacy do nasilenia
steroidogenezy w komorkach Leydiga. Wzmozenie aktywnosci steroidogenezy po flutamidzie
wynika ze zmian ultrastrukturalnych w komorkach Leydiga — zwigkszonej liczby
mitochondriéw, formowania lokalnych sieci mitochondrialnych. Zablokowanie sygnalizacji
androgenowej w komérkach Leydiga obejmuje zmiany ekspresji apeliny, waspiny i chemeryny
oraz ich receptoréw, co pozwala wnioskowaé o istotnej roli androgenéw w regulacji funkcji
tych adipokin. Zmiany ekspresji bialek mitochondrialnych dynaminy1 (Drpl), mitofuzyny 2
(Mfn2) oraz translokazy blony zewnetrznej (Tom20) po zablokowaniu sygnalizacji
androgenowej $wiadczg o zaleznej od androgendéw regulacji procesow fuzji i fragmentacji
mitochondriéw. Zaburzona ekspresja badanych adipokin i biatek mitochondrialnych po
wyciszeniu receptorow androgenowego (AR) i blonowego androgenowego (ZIP9) wskazuje na
zréznicowany mechanizm regulacji tych bialek przez androgeny.

Uzyskane wyniki czynig ten cykl badan niezwykle warto$ciowym i wiele wnoszgcym
do nauki nie tyko w zakresie podstawowym, ale i aplikacyjnym. Na szczegdlne uznanie
zasluguje fakt, ze pomimo okre$lania wspdtzaleznosci pomiedzy wieloma adipokinami, ich
receptorami , receptorami androgenowymi, poziomami sterydéw oraz wynikami morfometrii
w warunkach fizjologicznych oraz po krétkotrwatym zadziataniu flutamidu uzyskane wyniki
po analizie wariancji w tresci przedstawione zostaty w sposob niezwykle czytelny i zrozumiaty.

Reasumujac, przedstawione do recenzji opracowanie bedacych rekapitulacjg wynikow
Doktorantki z oryginalnych prac stanowig cenny wklad do $wiatowej nauki poznania
mechanizméw wlaczonych w szeroko pojeta regulacje androgenezy, Scile sprzezonag
z badaniami nad rakiem prostaty. W Polsce nowotwor ten stanowi juz ok. 20 proc. wszystkich
rozpoznanych nowotworéw zto§liwych. Oznacza to, ze co pigty mezczyzna zmagajgcy Sig
z chorobg onkologiczna, choruje na raka prostaty.

W ocenianym opracowaniu oraz zatgczonych pracach Doktorantka wykazala si¢ bardzo
dobrym opanowaniem szerokiego warsztatu badawczego, zrozumieniem rozpatrywanych
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probleméw i znajomo$cig pi§miennictwa z zakresu tematyki prowadzonych badan. Na
szczegolne podkreélenie zastuguje moim zdaniem doskonaty wybor tematyki, bedacy
kontynuacja szeroko pojetej problematyki badawczej macierzystej jednostki, w szczegdlnodei
Pani Promotor prof. dr hab. Barbary Bilinskiej, znajomos¢ swiatowego pismiennictwa, ktora
umozliwia szeroka dyskusje w odniesieniu do wybranych zagadnien badawczych. Na
podstawie analizy ocenianej rozprawy doktorskiej mozna przypuszczaé, ze Doktorantka

posiada wazne w pracy badawczej cechy, takie jak pracowito$é, solidno$¢ i dociekliwose.

WNIOSEK KONCOWY

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Malgorzaty Brzoskwinia pt.
WEfekty krotkotrwatego dziatania flutamidu w  komdrkach Leydiga szczura. Badania
molekularne i ultrastrukturalne” w opinii recenzenta speinia wszystkie wymagania — okreslone
w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2003 r. Nr 65, poz. 595; z 2005 r. Nr 164, poz.
1365, 22010 r. Nr 96, poz. 620, Nr 182, poz. 1228, 22011 r. Nr 84, poz. 455) — stawiane pracom
doktorskim. W zwigzku z powyzszym zwracam sie do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauki
biologiczne Uniwersytetu Jagiellonskiego o dopuszczenie mgr Matgorzaty Brzoskwinia do
dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Réwnoczesnie majgc na uwadze wysoki poziom naukowy zaprezentowanych badan
i ich twoérczy charakter, co rowniez uznali recenzenci kwalifikujacy prace do druku
w czasopismach o $wiatowym zasiegu, pragne przedtozy¢ Wysokiej Radzie w pelni
uzasadniony moim zdaniem wniosek o wyrdznienie pracy, ktérego najlepszym uzasadnieniem
niech bedzie podsumowanie zaprezentowanych wynikow badan tacinskg maksyma ,,Ad Bonum

Hominis”.




