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w komorkach Sertoliego gryzoni”
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pod kierunkiem naukowym dr hab. Anny Hejmej, prof. UJ

Prawidlowy przebieg procesu spermatogenezy, a co za tym idzie wytwarzanie
dojrzalych, czynnosciowo sprawnych plemnikdéw, uzaleznione jest w duzej mierze od
czynno$ci  komorek  Sertolego — jedynych komoérek somatycznych nablonka
plemnikotworczego kanalika jgdra. Gldwnymi hormonami regulujgcymi czynnoéé komorek
Sertolego sa hormon folikultoropowy (FSH) oraz steroidy plciowe, przede wszystkim
androgeny ale takze estrogeny. Oprocz sygnalizacji endokrynnej, prawidtowe funkcjonowanie
tych komérek podlega takze kontroli przez lokalne interakcje miedzykomorkowe, do ktérych
zalicza si¢ sygnalizacje parakrynng, komunikacje za pomoca polaczen szczelinowych, czy tez
sygnalizacje jukstakrynowg. W ostatnich latach coraz wiecej badan z dziedziny enodkrynologii
i andrologii doswiadczalnej skoncentrowanych jest wlasnie na  wyjasnieniu
wewnatrzkomorkowych mechanizmow regulacii szlakow sygnalizacyjnych min. w komorkach
Sertolego, co moze dostarczy¢ nowych informacji dotyczacych roli tych komérek w przebiegu
spermatogenezy, a w dalszej perspektywie, moze stuzy¢ jako punkt wyjscia do identyfikacji
przyczyn oraz potencjalnych celow terapeutycznych w zaburzeniach tego procesu u ludzi.
Rozprawa Pani mgr Sylwii Lustofin doskonale wpisuje si¢ w nurt tych badan. Nie mam

watpliwosci, ze uzyskane wyniki stanowia oryginalny wkiad w poznanie nowych, dotychczas
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nieznanych mechanizméw wzajemnego oddziatywania miedzy sygnalizacja jukstakrynows z
udziatem szlaku Notch a sygnalizacja endokrynna, zalezng od hormonu folikulotropowego i
estrogendéw w komorkach Sertolego gryzoni. Dodatkowo, cheialam zauwazyé, ze o ile wybor
sygnalizacji zaleznej od FSH w kontekécie badan fizjologii gonady meskiej, w szczegélnosci
czynnosci komorek Sertolego, wydaje sie naturalne, to na uwage zastuguje wiaczenie do badan
takze sygnalizacji zaleznej od estrogenéw. Obecnie nie ulega juz watpliwosci, ze estrogeny sa
niezbedne dla prawidtowego rozwoju i funkcjonowania gonad, jednakze mechanizmy lezace u
podstawy ich dziatania sa wciaz stabo poznane.

Chcialabym tutaj takze podkresli¢, ze podjeta przez Doktorantke tematyka badan
stanowi kontynuacje¢ problematyki badawczej, realizowanej w ostatnich latach w Zakladzie
Endokrynologii Instytutu Zoologii i Badan Biomedycznych Uniwersytetu Jagiellonskiego,
ktéra wykazata udziat androgenow w kontroli aktywnoéci szlaku Notch w gonadzie meskiej
gryzoni i znakomicie wpisuje si¢ w specyfike dziatalnos$ci naukowo-badawczej tej jednostki,
ktorej renome¢ od lat tworzyla m.in. Prof. Barbara Bilifiska, uznany w kraju i na $wiecie
autorytet badan na czynnoscia gonady meskiej, a obecnie z sukcesem kontynuuje Prof. Anna
Hejmej, Promotor prezentowanej pracy.

Rozprawa ma charakter monotematycznej monografii, jest zredagowana prawidtowo,
proporcje poszezegdlnych rozdziatéw sg zachowane i od strony formalnej nie budzi zastrzezen.
Praca obejmuje 141 stron, 11 rycin, 49 tablic i 5 tabel. Przedstawia klasyczny, dla tego typu
prac, uktad rozdzialéw zawierajacy nastepujace elementy: Wstep, Hipoteza i Cele Pracy,
Material i Metody, Wyniki, Dyskusja, Wnioski, Streszczenie (w j. polskim i angielskim) i
Literatura. Rozdzialy dysertacji zostaly poprzedzone informacjg dotyczaca projektow
badawczych, w ramach ktérych zrealizowana zostata rozprawa doktorska, wykazem publikacji
naukowych, w ktdrych zaprezentowano czegs¢ wynikéw uzyskanych w toku realizacji
prowadzonych przez Doktorantke badan oraz Wykazem Stosowanych Skrotéw. Nalezy tutaj
podkreslié, ze wjednym z projektéw naukowych kierownikiem byla Doktorantka, ktéra na
swoj projekt otrzymata dofinansowanie dzialalnosci naukowej doktorantow na Wydziale
Biologii UJ. Drugi projekt to grant Narodowego Centrum Nauki, ktérego kierownikiem byla
Promotor, Prof. Anna Hejmej (OPUS 13). Czasopisma, w ktorych ukazatly sie w/w publikacje
indeksowane sa w bazie Journal Citation Reports. Sumaryczny Impact Factor publikacji to
8,181 a suma punktéw MEIN to 280. W obu publikacjach Pani mgr Sylwia Lustofin jest

pierwszym autorem, co wskazuje na jej znaczagcy wplyw w ich przygotowaniu.
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We Wstegpie Doktorantka skrotowo przedstawila proces spermatogenezy i jej gtowny
system kontroli hormonalnej jakim jest o§ podwzgorze-przysadka-gonada. Nastepnie
wskazala na kluczowa role komorek Sertolego w  kontroli rozwoju komorek
plemnikotworczych i przebiegu spermatogenezy w kanaliku jadra, ktéra w duzej mierze
zalezna jest od interakcji miedzykomoérkowych, w tym szlaku sygnalizacji jukstakrynowej z
udziatem szlaku Notch. W dalszych czesciach Doktorantka omowita szczegétowo i z duzg
znajomoscig tematu, budowe receptora Notch i jego liganddéw, mechanizm sygnalizacji szlaku
Notch oraz dotychczasowe wyniki nielicznych badan dotyczacych udziatu tej sygnalizacji w
komoérkach gonady meskiej. W kolejnych sekcjach rozdzialu Autorka skupila sie na
przedstawieniu aktualnej wiedzy dotyczacej sygnalizacji endokrynnej zaleznej od hormonu
folikulotropowego orazl estrogendw w komorkach Sertolego, a takze jej roli w regulacji
funkcji gonady meskiej. Biorgc pod uwage zakres obecne] wiedzy, ktéry zostal
zaprezentowany we Wstepie, decyzja Doktorantki o kierunku prowadzonych badaf jest
uzasadniona i wystarczajaco argumentuje postawiang w pracy hipotez¢ badawcza, ktora
zaktada, ze w nabtonku plemnikotwoérczym gryzoni sygnalizacja komoérkowa z udzialem
szlaku Notch podlega w komdrkach Sertolego regulacji zaleznej od dzialania hormonu
folikulotropowego 1 estrogendw. Dodatkowo Doktorantka postuluje, ze badane zalezno$ci,
moga stanowi¢ jeden z mechanizmow oddzialywania sygnalizacji FSH i estrogenowej na
przebieg procesu spermatogenezy.

W celu weryfikacji postawionej hipotezy badawczej Doktorantka podjeta sie
przeprowadzenia kompleksowych badan, z wykorzystaniem kilku modeli doswiadczalnych,
ktorych plan przedstawiony zostal jako dwa cele szczegélowe. W pierwszym z nich, ktory

obejmowal wyjasnienie roli sygnalizacji FSH w komdrkach Sertolego w regulacji ekspresji



ligandéw, receptora i gendéw efektorowych szlaku Notch oraz aktywnosci tego szlaku
w nablonku plemnikotwérezym gryzoni, Doktorantka zaplanowata do§wiadczenia w dwéch
ukladach in vivo oraz in vitro. W pierwszym z nich podjela si¢ analizy ekspresji oraz
lokalizacji komponentow szlaku Notch (DLL1, DLL4, Notchl/N1ICD, HES1, HEY1)
w jgdrach okolopokwitaniowych samcow szczuréw i dojrzatych plciowo samcoéw nornicy
rudej, odpowiednio po farmakologicznym 1ifizjologicznym zahamowaniu produkcji
gonadotropin, a nastgpnie suplementacji FSH. Z kolei w uktadzie in vitro, z wykorzystaniem
hodowli pierwotne]j szczurzych komoérek Sertolego oraz mysich komérek Sertolego linii TM4
zaplanowala analiz¢ zmian w ekspresji komponentéw szlaku Notch (DLL1, DLL4,
Notchl/N1ICD, HES1, HEY1) oraz aktywnosci czynnika RBP-J po stymulacji sygnalizacji
FSH lub wyciszeniu ekspresji receptora FSH.

Drugi cel szczegélowy obejmowal wyjasnienie roli sygnalizacji estrogenowej
z udziatem receptor6w ERa, ERB i GPER w regulacji ekspresji ligandéw, receptora oraz
genow efektorowych szlaku Notch oraz aktywnosei tego szlaku w eksplantach jader oraz
komorkach Sertoliego gryzoni. W ukladzie ex vivo, Doktorantka zaplanowala analizg
ekspresji komponentéw szlaku Notch (DLL1, DLL4, JAGI, Notch1/N1ICD, HES1, HEY1)
po zastosowaniu 17B-estradiolu lub antagonistéw receptoréw estrogenowych (ICI 182,780;
G15). W ukladzie in vitro, z wykorzystaniem hodowli pierwotnej szczurzych komoérek
Sertolego oraz mysich komoérek Sertolego linii TM4, zaplanowana zostata analiza zmian
ekspresji ilokalizacji komponentéw szlaku Notch (DLL1, DLL4, JAG1, Notchl/N1ICD,
HES1, HEY1) po ekspozycji na 17B-estradiol, antagonistéw receptorow estrogenowych (ICI
182,780; G15) lub wyciszeniu ekspresji ERa, ERB i GPER. Dodatkowo w mysich komérkach
Sertolego w ukladzie in vitro Doktorantka analizowata udzial 17B-estradiolu w kontroli
aktywnosci czynnika transkrypcyjnego RBP-J oraz interakcji czynnika transkrypeyjnego
RBP-J z promotorami genéw efektorowych szlaku Notch (Hes! i Heyl).

W rozdziale Material i Metody zawarty zostal szczegdtowy opis przeprowadzonych
doswiadczen, zastosowanych metod i analiz statystycznych. W celu wykazania zmian
w ekspresji badanych genéw na poziomie transkryptu oraz biatka Doktorantka wykorzystata,
odpowiednio, metode tancuchowej reakcje polimerazy z analizg przyrostu produktu w czasie
rzeczywistym (qPCR) oraz analize western blot. Uzupelnieniem analiz molekularnych sg
przeprowadzone procedury histologiczne skrawkow jader samcOw szczuréw i nornic
dotyczace zaréwno oceny morfologicznej kanalikow jadra jak i immunohistochemicznej
lokalizacji badanych bialek oraz analiza immunofluorescencyjna badanych biatek na

komorkach Sertolego wyizolowanych z jader szczuréw oraz komdrkach linii TM4. Do oceny
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stezenia FSH oraz cAMP wykorzystano metod¢ ELISA. Dodatkowo, wykorzystano metode
immunoprecypitacji chromatyny w celu oceny zmian interakcji czynnika RBP-J z regionami
promotorowymi gendw efektorowych szlaku Notch, Hes/ i Heyl w odpowiedzi na aktywacje
lub inhibicje sygnalizacji estrogenowej. Na koniec rozdzialu Material i Metody opisane
zostaly stosowane metody statystyczne, ktorych wybor nie budzi watpliwosei recenzenta.

Rozdzial Wyniki zostal przygotowany bardzo starannie i obejmuje znaczng czes¢
dysertacji, co nie powinno dziwi¢ ze wzgledu na ilo$¢ uzyskanych danych. Zamieszczone w
tym rozdziale, wysokiej jakosci tablice zawierajgce min. wykresy przedstawiajgce wyniki
analiz ckspresji badanych genéw na poziomie mRNA i bialka a takze mikrofotografie
przedstawiajace lokalizacje badanych bialek, zostaly przygotowane z dbaloscig o szczegoty i
bardzo dobrze opisane, tak aby ulatwi¢ czytelnikowi odbidr prezentowanych wynikdw.
Rozdzial ten =zostal podzielony na sekcje odpowiadajace zadaniom badawczym
przedstawionym w rozdziale Hipoteza i cele badawcze.

Wyniki uzyskane w trakcie realizacji pierwszego szczegolowego celu/zadania
badawczego pozwolily wykazaé Doktorantce, ze sygnalizacja FSH-FSHR bierze udzial w
regulacji komunikacji jukstakrynowej z udziatem szlaku Notch w komoérkach Sertolego
gryzoni. Powodowala ona m.in. wzrost ekspresji liganda DLL1, receptora Notchl a takze
stymulacje aktywnosci czynnika transkrypcyjnego RBP-J oraz obnizenie ekspresji mRNA
/lub biatek docelowych gendw szlaku Notch, Hey! i Hes!. Nalezy tutaj podkresli¢, ze dzieki
zastosowaniu dwoch modeli badawczych in vivo t.j okolodojrzewaniowych szczuréw oraz
dojrzalych osobnikéw nornicy rudej i modelu in vitro, Doktorantka mogla wywnioskowaé, ze
interakcja miedzy sygnalizacja FSH a szlakiem Notch w komorkach Sertolego wskazuje na
wspoOlny mechanizm dziatania FSH w kontroli szlaku Notch, ktéry moze prowadzi¢ do
zmiany aktywnos$ci nabtonka plemnikotwérczego podczas pierwszej fali spermatogenezy lub
zmiany aktywnos$ci gonad, t.j. wznowienia spermatogenezy, u gryzoni w rozrodzie
sezonowym.

Realizacja drugiego szczegdlowego celu/zadania badawczego pozwolila Doktorantce
na wykazanie, ze w komdrkach Sertolego takze sygnalizacja zalezna od dzialania estrogenow
reguluje aktywno$é szlaku Notch, przy czym w regulacji tej zaangazowane sa zaréwno
klasyczne, jadrowe receptory dla estrogendw jak i receptor blonowy. I tak, estrogeny dziatajac
glownie przez ERo, regulujg ekspresje ligandéow DLL1 i JAG1 oraz genu efektorowego
szlaku Notch — Heyl, a dzialajac przez ERB kontrolujg ekspresje liganda DLL4, aktywno$¢
receptora Notchl, czynnika RBP-J i ekspresj¢ genu efektorowego Hes!. Z kolei sygnalizacja
za posrednictwem GPER ma istotny wplyw na ekspresje liganda DLL4.



W rozdziale Dyskusja Autorka w sposéb kompetentny, wnikliwy ale i krytyczny
omawia uzyskane wyniki dokonujac poréwnania z wynikami badaf opublikowanych
w renomowanych czasopismach. Widoczna jest tutaj umiejetno$é obicktywnej oceny
wlasnych wynikéw i logicznego przeprowadzania wywodu naukowego ale takze $wiadomodé
ewentualnych ograniczenn przeprowadzanych badan. W oparciu o uzyskane wyniki
Doktorantka wyprowadzita 5 wnioskéw, ktore odpowiadajg na postawione cel i stanowia
logiczna konsekwencje uzyskanych danych.

Musze¢ przyznaé, ze z checig poznalabym dalsze perspektywy badawcze
Doktorantki, tak wiee zach¢cam do ich przedstawienia podczas obrony rozprawy
doktorskiej.

Autorka w swojej rozprawie powoluje si¢ na 270 pozycji odpowiednio dobranego
anglojezycznego pi$miennictwa naukowego. Wickszos¢ artykuléw zostata opublikowana w
ostatnich 20 latach. Lista publikacji dowodzi znajomosci przez Doktorantke literatury
przedmiotu oraz umiejetnosci krytycznej oceny zrodet.

Streszczenia napisane sg w sposob typowy dla rozpraw doktorskich i zawierajg
najwazniejsze elementy pracy.

Na podkreslenie zasluguje staranne przygotowanie rozprawy doktorskiej zaréwno pod
wzgledem jezykowym, edytorskim i graficznym. Dysertacja napisana zostata z dbaloscig o
poprawnos¢ jezyka polskiego i angielskiego, bez zastrzezeni do stosowanego nazewnictwa
naukowego.

Ze wzgledu na obowiazek recenzenta cheiatam tylko nadmienié, ze w tej niezwykle
wartosciowe] i bardzo dobrze napisanej pracy Autorka nie ustrzegta sie pojedynczych
drobnych bledow, ktore w zaden sposdb nie zmniejszajg wartosci naukowej 1 merytorycznej
przedstawionej mi do oceny dysertacji. Zwykle sg to drobne literdwki (np. str. 11: jest
»opowiada” zamiast ,,odpowiada”; str. 30 — jest ,,gonadzie” zamiast ,,w gonadzie™). Jesli
chodzi o szat¢ graficzng to zauwazylam jeden blad - na str. 59 w Tablicy 4 brak jest
»wstawki” w mikrofotografii E. Szkoda, ze Doktorantka nie sprobowala przedstawié
podsumowania poczynionych obserwacji w sposéb graficzny, na przyktad za pomoca
schematéw, cho¢ zdaje sobie sprawe z tego, Ze zadanie to nie byloby tatwe ze wzgledu ilosé
uzyskanych wynikéw. Co prawda wydaje mi sie, ze taki zamyst byl, chociazby dla wynikow
dotyczacych sygnalizacji zaleznej od FSH w regulacji szlaku Notch, gdyz na str. 110
Doktorantka napisata ,,Podsumowujac, wyniki badan przedstawionych w niniejszej pracy

wskazujg na regulacje aktywnosci szlaku Notch i ekspresji jego komponentéw przez FSH w



komorkach Sertoliego gryzoni (Rycina 12).”, jednakze rycina ta nie zostala zamieszczona w

dysertacji.

Podsumowanie

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Sylwii Lustofin pt.: ,,Rola hormonu
folikulotropowego 1 estrogenéw w kontroli sygnalizacji Notch w komoérkach Sertoliego
gryzoni” ma charakter nowatorski i stanowi warto$ciowy wkiad w zrozumienie roli
sygnalizacji endokrynnej w kontroli wewnatrzkomérkowego mechanizmu regulacji
komunikacji jukstakrynowej z udzialem szlaku Notch w gonadzie samca. Nie mam
watpliwosci, ze uzyskane wyniki poszerzajg wiedze z zakresu endokrynologii i andrologii
do$wiadczalnej, stanowigc istotny wklad w ich rozw¢j. Wykorzystanie w badaniach réznych
modeli doswiadczalnych oraz szerokiego zakres metod z obszaru histologii, biochemii i
biologii molekularnej, $wiadczy o niezwykle] znajomosci warsztatu badawczego oraz
zaangazowaniu Doktorantki, a umiejetno$é stawiania hipotez i ich rozwigzywania oraz
krytycznej interpretacji uzyskanych wynikdéw dowodzi jej dojrzatosci naukowe;.

Na tej podstawie stwierdzam, ze rozprawa spelnia warunki okreslone w artykule 187
ustawy z dani 20 lipca 2018 1. — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz.
1668 z pdz. zm.). Mam zaszczyt wnosi¢ do Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne
Uniwersytetu Jagiellonskiego o dopuszczenie Pani mgr Sylwii Lustofin do dalszych etapow
postgpowania o nadanic stopnia naukowego doktora w dziedzinie nauk Scislych i
przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne.

Rownoczesnie majac na uwadze wysoki poziom naukowy zaprezentowanych badan,
ich nowatorski charakter i warto$¢ poznawcza oraz fakt, ze cze$é wynikdw opublikowana
zostala w uznanych czasopismach naukowych z bazy Web of Science, zwracam sie do Rady
Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu Jagiellonskiego o wyroznienie rozprawy

doktorskiej Pani mgr Sylwii Lustofin stosowna nagroda.

Dr hab. n. med. Renata Walczak-Jedrzejowska




