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OCENA
PRACY DOKTORSKIEJ MGR MICHALA DULIBANA

wykonanej w
Instytucie Zoologii i Badan Biomedyecznych, Wydzial Biologii, Uniwersytetu
Jagielloniskiego w Krakowie,
pod opieka naukowa Pani prof. dr hab. Malgorzaty Kotuli-Balak,
nt.
Genetyczna i epigenetyczna regulacja funkceji komorek jadra z udzialem

estrogendéw

Recenzja zostala przygotowana na wniosek Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne,
Uniwersytetu Jagiellonskiego, zgodnie z wymaganiami art, 187 Ustawy z dnia 20 lipca
2018 roku Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r., poz. 1668 z p6zn.

Zm.)

Pan mgr Michat Duliban przedlozyl do oceny rozprawe doktorska zatytutowana:
.Genetyczna i epigenetyczna regulacja funkcji komorek jgdra z udzialem estrogenow -
wykonang pod opieka naukowa prof. dr hab. Matgorzaty Kotuli-Balak.

Podstawg rozprawy doktorskiej sa cztery oryginalne prace twoércze. Wszystkie prace
zostaty opublikowane w uznanych czasopismach z listy Journal Citation Reports. Pierwsza
praca, pt.:"Mouse testicular trancriptome afier modulation of non-canonical oestrogen

receptor activity” opublikowana zostala w Reproduction, Fertility and Development (IF



1.97), druga pt: ,, Peroxisome Proliferator-Activated Receptor y, but Not a or G-Protein
Coupled Estrogen Receptor Drives Functioning of Postnatal Boar Testis-Next Generation
Sequencing Analysis”, opublikowana zostata w Animals (Basel) (IF 3.23), trzecia pt: ™
Transcriptome analysis of human Leydig cell tumours reveals potential mechanisms
underlying its development” opublikowana zostata w czasopismie Andrologia (IF 2.77), a
czwarta pt.: ,,Status of estrogen receptor expression and epigenetic methylation in Leydig
cells afier exposure to metalloestrogen — selenium” w Reproductive Toxicology (IF 3.42).
Sumaryczny IF prac wynosi 11. We wszystkich pracach Doktorant jest gtdéwnym autorem,
a Jego wklad w te prace, jak wynika z zalgczonych oswiadczen, byl znaczacy i obejmowat
udzial w opracowniu koncepcji prowadzonych eksperymentéw, wykonanie wigkszosci
badann laboratoryjnych, opracowanie i interpretacje wynikow oraz przygotowanie
manuskryptow.

Forma rozprawy doktorskiej jest typowa dla tego typu prac, ktorych podstawg sg
artykuly naukowe. W przygotowanym do oceny opracowaniu zawarto nastgujace
podrozdzialy: streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wykaz najczgsciej stosowanych
skrétéw, wstgp, opis celu badan i hipotez badawezych, opis materialéw i modelu
badawczego, przedstawienie rezultatdéw badan i opis dyskusji, zakonczonej wnioskami
oraz bibliografi¢. Do rozprawy dolgczono kopig wszystkich czterech publikacji wraz z
oswiadczeniami wspétautoréw, w ktorych jasno okreslono udziat Doktoranta.

Tematyka pracy Doktorskiej dotyczy poznania wplywu nieklasycznej sygnalizacji
estrogenowej na funkcje komérek jadra, z uwzglednieniem regulacji ekspresji genow i
procesdw epigenetycznych. Ze wzgledu na fakt, ze estrogeny sa rownie istotne w rozwoju
meskiego ukladu rozrodzczego, co androgeny a ich niezaburzona produkcja i ste¢zenie we
krwi gwarantuja prawidlowe funkcjonowanie gonady meskiej, podjete przez mgr Dulibana
badania bardzo dobrze wpisuja si¢ w aktualny nurt prac dotyczacych wyjasnienia

mechanizmdw dzialania estrogenow w obrebie meskiego uktadu rodnego ssakow.

OCENA MERYTORYCZNA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

Rozprawe doktorska rozpoczynajg streszczenia w jezyku polskim i angielskim, ktore
bardzo dobrze wprowadzaja czytelnika w tematyke pracy doktorskiej, prezentujg
zastosowane metody badawcze i przedstawiajg najwazniejsze wyniki. W 9 stronicowym

Wstepie Doktorant na poczatku wprowadza czytelnika w anatomiczne i fizjologiczne



aspekty budowy i regulacji funkcjonowania meskiego uktadu rozrodczego. Nastepnie
przedstawia krotki rys historyczny poczatku badan nad rolg estrogenéw w ukladzie
rodnym samca, by w koficu przejs¢ do przegladu literatury w aspekcie
wewnatrzkomorkowych regulacji dziatania estrogendw, opisujge dokladnie stan wiedzy
na temat zaréwno klasycznych regulacji — poprzez pobudzenie receptordéw jadrowych jako
klasycznych czynnikéw transkrypcyjnych, jak roéwniez regulacji szybkich, poprzez
aktywacje wtdrnych przekaznikbw w komédrce. Po opisaniu dwdch najbardziej
oczywistych i najlepiej zbadanych mechanizméw dzialania estrogenéw w komorce,
Doktorant nawigzuje do mozliwosci dzialania estrogendw w meskim uktadzie rozrodczym
réwniez poprzez najmniej opisane w literaturze receptory pokrewne receptorom
estrogenowym — ERR, bedace jednoczesnie w najblizszym kregu zainteresowan Zespotu
pod kierunkiem prof. Kotuli- Balak, szczegolnie w aspekcie funkcji tych receptorow w
preesach zwigzanych z gospodarka lipidowa oraz wyjasnieniem ich roli w gonadzie
meskiej i procesie nowotworzenia. W dalszej czg¢sci Wstepu Doktorant opisuje réwniez
mozliwos¢ dziatania estrogendw poprzez kolejny typ receptorow jadrowych,
aktywowanych przez proliferatory peroksysomow.

Doglebny przeglad dostgpnej literatury przedstawiony we Wstepie pracy jasno
dowodzi dobrg znajomos¢ badanej tematyki badan.

W dalszej czeSci Wstepu precyzyjnie uzasadniono wybdr konkrenych modeli
zwierzgcych do weryfikacji postawionych w pracy doktorskiej hipotez i nastgpnie ich
testowania na wybranych modelach, jak rdwniez wyjasniono uzycie hodowli
komoérkowych in vitro oraz hodowli tkankowej ex vivo. Dodatkowo, przedstawiono
rowniez zwigzek prowadzonych badan z coraz czescie] wystepujacymi u mezcezyzn
guzami jader pochodzacymi z komoérek Leydiga, w kontekécie mozliwosci dziatania
srodowiskowych zwigzkdw hormonalnie czynnych.

W ostatnim akapicie Wstepu, Doktorant przedstawia uzasadnienie dla podjetych w
pracy doktorskiej zagadniefi dotyczacych w{zjas’nienia wewnatrzkomorkowych,
receptorowych mechanizmow dziatania estrogendw w gonadzie meskiej ssakow.

Na poczatku kolejnego rozdziatu, Doktorant jasno prezentuje przyjeta w pracy
hipotez¢ badawcza, mdwigca o tym ze nieklasyczna sygnalizacja estrogenowa ma wplyw
na status transkryptomiczny 1 epigenetyczny jadra w stanie fizjologicznym i
patologicznym. W celu weryfikacji postawionej hipotezy, w pracy zaplanowano trzy
zalozenia badawcze: pierwsze dotyczylo weryfikacji czy zablokowanie lub aktywacja

nieklasycznych receptorow estrogenowych oraz interakcji biatek receptorowych prowadzi



do zmian ekspresji genéw w niedojrzatych i dojrzatych gonadach meskich; drugie miato
na celu sprawdzenie czy w nowotworowych komoérkach Leydiga czlowieka ekspresja
gendéw zwigzanych z sygnalizacja estrogenowsg jest zaburzona; i na koniec trzecie miato
na celu weryfikacje czy metaloestrogeny modulujg sygnalizacje estrogenowa wplywajac
na procesy epigenetyczne w nowotworowych komorkach Leydiga. W konteksécie oceny
prowadzonych badan na dwéch réznych gatunkach modelowych, liniach komoérkowych i
hodowli tkankowej, podjety problem badawczy uznaj¢ za oryginalny i o duzym znaczeniu
poznawczym.

Rozdzial Materialy i model badawczy rozpoczyna opis czterech réznych modeli
badawczych: modelu in vivo, ktory stanowily jadra samcdw myszy, nastrzykiwane
uprzednio antagonista receptora GPER, selektywnym antagonista ERRa, oraz
selektywnym agonista ERRY/ERR[3; modelu ex vivo, ktory pochodzit z fragmentéw jader
7-dniowych knuréw stymulowanych, po 12 godzinnej preinkubacji, selektywnym
antagonista PPARa, oraz anagonista PPARYy; mieszanego modelu in vivo/in vitro,
pochodzgcego z fragmentdéw tagodnych guzéw komorek Leydiga pobranych podczas
mikrobiopsji jadra; oraz czwartego, modelu in vitro, reprezentowanego przez mysie
komorki linii MA-10, stymulowane doswiadczalnie seleninem sodu. Jedyna watpliwos¢,
jaka nasuwa si¢ przy ocenie wybranych modeli badawczych, to mozliwoé¢ wystapienia
duzej heternogennosci w modelu miesznym pochodzacym z tagodnych guzéw komdrek
Leydiga pobranych podczas mikrobiopsji jadra, szczegdlnie w odniesieniu do stosunkowo
niewielkiej liczby uzytych do badan pacjentéw. Z obowigzku wnikliwego recenzenta,
chciatabym zapytaé jakie dodatkowe czynniki weryfikujace, w aspekcie analizy i
weryfikacji samej probki biopsji, zostaly wziete pod uwagg przy doborze pacjentéw
wybranych do badan, w celu eliminacji rozbiezno$ci zwiazanych z mozliwa
heterogennoscia probek guza.

W nastgpnym rozdziale opisano szeroki wachlarz technik badawczych tj.:
sekwencjonowanie transkryptomu, ilosciowa metode tancuchowej reakcji polimerazy z
odwrotng transkryptaza, analizy western blot, immunofluorescencij¢ oraz technike ELISA.

W dalsze] czgsci opracowania Doktorant przedstawil najwazniejsze wyniki
uzyskane podczas realizacji badan, i zamiescil je w formie czterech publikacji naukowych.
Publikacja 1. " Mouse testicular trancriptome dﬁer modulation of non-canonical oestrogen

receptor activity” Reproduction, Fertility and Development, 2020;



Publikacja 2. ., Peroxisome Proliferator-Activated Receptor y, but Not a or G-Protein

Coupled Estrogen Receptor Drives Functioning of Postnatal Boar Testis-Next Generation

Sequencing Analysis”, Animals (Basel}), 2021;

Publikacja 3. "Transcriptome analysis of human Leydig cell tumours reveals potential

mechanisms underlying its development” Andrologia, 2021;

Publikacja 4. ,,Status of estrogen receptor expression and epigenetic methylation in Leydig

cells after exposure to metalloestrogen — selenium ” Reproductive Toxicology, 2023.
Przedstawione wyniki badan zostaly opublikowane w uznanych czasopismach z listy

JCR i z pewnoscia przeszly juz wnikliwa oceng recenzencka. Na uznanie zastuguje

kompleksowos¢ przeprowadzonych badan oraz ilo$¢ uzyskanych wynikow.

Za najwazniejsze wyniki rozprawy doktorskiej uznaje:

1. Wykazanie udziali sygnalizacji estrogenowej w rozwoju guza komorek Leydiga,

2. Wykazanie udzialu ERR w regulacji modyfikacji potranslacyjnej biatek oraz roli
ERRa w modulacji odpowiedzi immunologicznej, w komorkach jadra myszy,

3. Wykazanie istotnej roli receptorow PPARY w przemianach metabolicznych cukrow
i aminokwasow w niedojrzatym jadrze knura,

4. Wykazanie wplywu selenu jako metaloestrogenu na sygnalizacje estrogenowa
poprzez dziatanie pozagenomowe i wplyw na procesy epigenetyczne w modelu in

vitro.

W kolejnym rozdziale Rezultaty i Dyskusja, Doktorant umiejetnie konfrontuje uzyskane
przez siebie wyniki z danymi pochodzacymi z innych zespotow badawczych oraz z
zespotu w ktdrym pracuje, przywohijac najnowsze pozycje literaturowe. Bardzo cenne jest
odwotywanie sig¢ do danych dotyczacych badan z uzyciem komoérek i tkanek
fizjologicznych jak i patologicznych pochodzacych od czlowieka i innych zwierzgcych
modeli badawczych, gdzyz daje to mozliwos¢ szerszych tozwazan nad fizjologig i
patologia gonady meskiej ssakéw. Dodatkowo, uzyskane wynikki jasno wskazuja na
dalsza potrzebg badan z uzyciem réznych modeli badawczych, ze wzgledu na mozliwa

weryfikacje réznic gatunkowych.

Rozprawe doktorskg konczy 6 rozbudowanych Wnioskéw, ktore w pelni
odpowiadajg na postawiong we Wstgpie hipotezg badawcza. Z uwagi na zlozonosé

uzyskanych wynikdw, przedstawione wnioski mogly by zosta¢ umieszezone na schemacie



zbiorczym, ktoéry pozwolitby lepiej zrozumie¢ mechanizmy zachodzacych procesow i
interakcje miedzy nimi.

Ocena koncowa: Podsumowujge, nalezy stwierdzic, ze zalozone cele rozprawy
doktorskiej zostaly zrealizowane za pomocg nowoczesnych, kompleksowych metod
badawczych, ktére wymagaly duzego zaangazowania Doktoranta. W pracy uzyskano
szerego wartosciowych i oryginalnych wynikéw, ktdre stanowig istotny wktad w badania
nad wyjasnieniem wewngtrzkomorkowych, receptorowych mechanizméw dziatania
estrogenow w gonadzie meskiej ssakow. Uzyskane w pracy wyniki sg niezwykle wazne
ze wzgledow poznawczych i otwieraja nowe mozliwosci badan w zakresie aplikacyjnych

mozliwosci ich wykorzystania w terapii guzoéw jagder u mezczyzn.
WNIOSEK KONCOWY

Przedstawiona do oceny praca doktorska mgr Michata Dulibana pt.: ,,Genetyczna i
épigeneljzczna regulacja funkcji komorek jqdra z udzialem estrogenéw ”- wykonana pod
opieka naukowa prof. dr hab. Malgorzaty Kotuli-Balak., w petni odpowiada wymogom
stawianym kandydatom ubiegajacym si¢ o nadanie stopnia naukowego doktora
okreslonym w artykule 187, Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym
i nauce (Dz. U. z 2018 r., poz. 1668 z pdzn. zm.), dlatego tez przedktadam wniosek do
Wysokiej Rady Dyscypliny Nauki biologiczne Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie
o dopuszczenie mgr Michata Dulibana do dalszych etapéw postgpowania o nadanie
stopnia doktora w dziedzinie nauk scisltych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki

biologiczne.
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