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Doktorantka podjela sie opracowania niezwykle aktualnego problemu, jakim jest
wplyw substancji wykazujacych aktywnos¢ hormonalng na czynno$¢ meskich gonad. Sg to
zwigzki, ktore znajduja sie w srodowisku naturalnym jako zanieczyszczenia powstéle na skutek
dzialalnosci cztowieka. Za szczegdlnie niebezpieczne dla meskiego uktadu ptciowego uwazane
sg te o dzialaniu antyandrogennym i estrogenopodobnym. Pomimo wieloletnich badan nadal
mechanizmy wplywu tych substancji na zywe organizmy ni¢ sg do kofica wyjasnione.
Doktorantka rozpoczgta badania od wyjasnienia niektérych fizjologicznych mechanizmow
kontroli procesu spermatogenezy z udzialem komorek Sertolego. Jak sie okazuje te procesy sa
rowniez stabo poznane, tak wigc wyniki badah Doktorantki sa niezwykle waznym
przyczynkiem do poznania fizjologii meskiej gonady. W oparciu o wyniki tych badan
Doktorantka opracowata model wplywu czynnikow o dzialaniu antyandrogennym na
polaczenia jukstakrynowe z udzialem szlaku sygnatowego Notch w jadrze.

Praca zostala wykonana w Zakladzie Endokrynologii Instytutu Zoologii i Badan
Biomedycznych UJ, jednostce naukowej z doskonalg renomg w kraju i zagranica tworzong od
lat m.in. przez prof. Barbare Bilinska, a obecnie przez prof. Anne Hejmej. Badania nad

fizjologia i patologig meskiej gonady prowadzone w tym Zakladzie zawsze prezentuja wysoki



poziom naukowy, dlatego nie jestem zaskoczona, ze taki poziom prezentuje réwniez
przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska.

Rozprawa doktorska mgr Alicji Kaminskiej liczy 154 strony maszynopisu, w tym 49
tablic, 5 tabel i 7 rycin, wykaz stosowanych skrotow, spis pi$miennictwa, streszczenia w jezyku
polskim i angielskim. We ,,Wstepie”, liczacym 23 strony, Doktorantka oméwita wyczerpujaco
rolg komérek Sertolego w kontroli procesu spermatogenezy, sygnalizacje jukstakrynowa i szlak
sygnatowy Notch, sygnalizacje androgenowg oraz biatka klaudyny. Na podstawie najnowszych
badan przedstawila rowniez aktualng wiedze na temat wplywu $rodowiskowych zwigzkéw o
aktywno$ci hormonalnej na zaburzenia $rodowiska hormonalnego meskiej gonady. Wstep
ilustrowany jest barwnymi rycinami doskonale prezentujgcymi omawiane kwestie. Informacje
przedstawione we ,,Wstgpie” stanowia przeglad najnowszego pi$miennictwa z ostatnich 15 lat.

W celu potwierdzenia hipotezy badawczej, ktora zaktadala istnienie wzajemnej
zaleznosci migdzy sygnalizacja androgenows a aktywnoscig szlaku sygnalowego Notch w
jadrze oraz mozliwo$¢ zaburzajacego wplywu $rodowiskowych substancji hormonalnie
czynnych na aktywno$¢ szlaku Notch, mgr Alicja Kaminska podjeta sie¢ wykonania zadaf
takich jak:

1. wyjasnienie roli szlaku sygnatowego Notch w regulacji sygnalizacji androgenowej w
komorkach Sertolego i eksplantach jader,
2. wyjasnienie roli sygnalizacji androgenowej w kontroli ekspresji komponentéw szlaku

Notch oraz jego aktywnodci w jadrze, ze szczeg6lnym uwzglednieniem komérek Sertolego,
3. okreslenie wplywu wybranych $rodowiskowych zwigzkow o aktywnosci hofmonalnej na

sygnalizacje jukstakrynowa.

Badania zostaly przeprowadzone na gryzoniach w ukladzie in vitro 1 in vivo z
wykorzystaniem réznorodnych nowoczesnych technik badawczych. Badania in vitro zostaly
przeprowadzone na liniach mysich komoérek Sertolego TM4 i 15P-1, hodowli pierwotnej
szczurzych komorek Sertolego oraz eksplantach jader szczuréw szczepu Wistar. Badano
sygnalizacj¢ Notch stosujgc jej inhibitory i aktywatory, a takze badano role receptorow
androgenowych komoérek Sertolego w regulacji szlaku Notch, stosujgc testosteron lub/i
antyandrogeny lub wyciszajac ekspresje gendow Ar i Zip9. Do wykazania wplywu
Srodowiskowych substancji hormonalnie czynnych na szlak Notch wykorzystano eksplanty
jader szczuréw inkubowane w obecnosci bisfenolu A (BPA) i ftalanu dibutylu (DBP). Z kolei
doswiadczenia in vivo przeprowadzono na samcach szczuréw Wistar, u ktorych w okresie
dojrzewania plciowego lub dorostosci ograniczono dostepno$¢ androgenéw poprzez
zastosowanie flutamidu lub etanodimetanosulfonianu (EDS). W celu wykazania zmian

ekspresji receptorow androgenowych, klaudyn i komponentéw szlaku Notch na poziomie
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mRNA i biatka zastosowano odpowiednio metody qRT-PCR i Western blot. Lokalizacje

badanych bialek okreSlono  wykorzystujgc analize immunohistochemiczng lub

immunofluorescencyjng. Do oceny stezenia testosteronu oraz cAMP wykorzystano metode
immunoenzymatyczng. Do analizy statystycznej zastosowano odpowiednie testy.

Doktorantka przedstawila uzyskane wyniki badan w postaci wysokiej jakosci tablic z
wykresami 1 mikrofotografiami oraz przejrzystych tabel, a takze szczegélowo je omédwila.
Wykazala m.in. ze w komoérkach Sertolego szlak Notch reguluje sygnalizacje androgenows
poprzez specyficzne dzialanie ligandow DLL1 i JAGI na ekspresje receptorow
androgenowych, odpowiednio jadrowego AR i blonowego ZIP9, a takze ze androgeny
odgrywaja rolg w kontroli sygnalizacji Notch w jadrze, a receptory AR i ZIP9 biora udziat w
regulacji genow efektorowych szlaku Notch w komdrkach Sertolego.

W dyskusji Doktorantka wiarygodnie uzasadnita potrzebe przeprowadzonych badan.
Uzyskane wyniki zinterpretowata poréwnujgc je =z aktualnymi wynikami badan
przedstawianymi w literaturze §wiatowej. Dyskusja prowadzona jest jasno i logicznie z duza
znajomoscig tematu i zrozumieniem wzajemnych, nieraz skomplikowanych, zaleznosci miedzy
komérkami jgdra. Autorka sformulowala 7 wnioskow, ktére  jasno wynikajg =z
przeprowadzonych badan, s dobrze uzasadnione i sg odpowiedzig na pytania postawione w
celach pracy. Za podsumowujace uwazam wnioski, ktére méwig ze:

— Zmiany ekspresji receptora Notchl, jego aktywnej formy, gendéw efektorowych oraz
ligandow szlaku Notch po ograniczeniu dostepnosci androgenéw w okresie dojrzewania
plciowego oraz dorostosci, potwierdzajg istotna role tych hormonow 'w kontroli
komunikacji jukstakrynowej w gonadzie meskiej gryzoni in vivo.

— Zaburzenie ekspresji komponentow szlaku Notch przez bezposredni wptyw bisfenolu A
(BPA) i ftalanu dibutylu (DBP) in vitro, wskazuje, ze komunikacja jukstakrynowa w
gonadzie meskie) jest wrazliwa na dzialanie $rodowiskowych zwigzkéw o aktywnosci
hormonalnej, a jej zaklocenie moze stanowi¢ jedng z drég negatywnego wplywu tych
zwigzkéw na funkcje jadra gryzoni.

W pracy Doktorantka wykorzystala 318 pozycji odpowiednio dobranego
anglojezycznego pi§miennictwa naukowego. Wiekszo$¢ artykutéw zostala opublikowana po
2000 roku, a pojedyncze publikacje pochodza z lat wczesniejszych.

Praca wnosi nowe, interesujace informacje naukowe, a wnioski sg wyciagnigte logicznie
na podstawie uzyskanych wynikéw. Wyniki badan czgéciowo zostaty opublikowane w postaci
trzech oryginalnych artykuléw w czasopismach naukowych o migdzynarodowym zasi¢gu i
wysokich wspdtczynnikach wplywu. Doktorantka w kazdej publikacji jest pierwszym autorem.



Na podkreslenie zastuguje niezwykle staranne przygotowanie rozprawy doktorskiej,
bez zastrzezen do stosowanego nazewnictwa naukowego, a takze poprawnosci jezyka
polskiego i angielskiego.

Po zapoznaniu si¢ z rozpraws doktorskg mgr Alicji Kaminskiej z przyjemnoscig
stwierdzam, ze Doktorantka doskonale wywiazala si¢ ze swojego zadania odpowiadajac na
postawione na wstgpie pracy pytania, a praca stanowi oryginalne rozwigzanie problemu
badawczego. Praca w pelni spetnia warunki stawiane na stopien naukowy doktora w dziedzinie
nauk biologicznych w dyscyplinie biologia, okredlone w art. 13 ust. 1 z dn. 14 marca 2003 1. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. Nr
65, poz. 595 z pbézniejszymi zmianami). Zwracam si¢ do Wysokiej Rady Wydziatu Biologii
Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowic o dopuszczenie mgr Alicji Kaminskiej do dalszych
etapow przewodu doktorskiego.

Pracg oceniam bardzo wysoko i ze wzgledu na oryginalnosé uzyskanych wynikow i ich
publikacje w renomowanych czasopismach o zasiggu mig¢dzynarodowym wnioskuje réwniez

0 wyroznienie rozprawy doktorskiej.
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