dr hab. Anna Korzekwa, prof. Instytutu Popielno, 4 sierpnia 2020 .
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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Agnieszki Milon
pt. ,Receptory pokrewne receptorom estrogenowym (ERR) w funkcjonowaniu
prawidlowych i nowotworowych komérek Leydiga”
wykonana zgodnie z uchwalg Rady Wydziatu Biologii, Uniwersytetu Jagiellonskiego
w Krakowie z dnia 16 pazdziernika 2018 r.

Formalna ocena pracy

Praca zostala wykonana pod kierunkiem dr hab. Malgorzaty Kotuli-Balak, prof.
nadzwyczajnego w Zakladzie Endokrynologii Instytutu Zoologii i Badan Biomedycznych
Uniwersytetu Jagielloniskiego.

Nowotwory narzadéw plciowych tworzg sie w tkankach, ktére juz w warunkach
fizjologicznych sg steroidozalezne, stad ich wzrost i rozw6j podlega wptywom endokrynnym.
Funkcja endokrynna, ale réwniez odzywcza komoérek Leydiga czyni je wazng sktadowg gonady
meskiej. Nowotwory z komorek Leydiga stanowig od 1,4 do 3% wszystkich wywodzacych sig
z gonad u mezczyzn. Podjete w rozprawie doktorskiej badania dotycza zaangazowania $ciezki
sygnatowej, jaka jest aktywowana pod wptywem estradiolu lub jego pochodnych w komérkach
Leydiga. Modelowe komérki Leydiga gryzoni, zaréwno fizjologiczne, jak i nowotworowe
okazaty sie doskonate do poznania funkcji jednego z receptoréw estrogendwych.

Rozprawa doktorska Pani mgr Agnieszki Milon stanowi spdjng tematycznie kompilacje
trzech publikacji wraz z Opracowaniem w jezyku polskim w postaci 99 stron. Uklad dysertacji
zawiera rozdzialy: Streszczenie w jezyku polskim i angielskim, Wstep, Cel i hipotezy
badawcze, Materiaty i Metody, Kopie oryginalnych prac badawczych, Rezultaty i Dyskusja,
Wnioski i Bibliografia. Dotgczono ponadto Wykaz zastosowanych skrotéw, O$wiadczenia
wspotautorow oraz Informacj¢ o finansowaniu badan.

Podstawe rozprawy doktorskiej stanowi kompilacja trzech publikacji:

1. Milon A, Opydo-Chanek M, Tworzydlo W, Galas J, Pardyak L, Kaminska A, Ptak A,
Kotula-Balak M, ,.Chlorinated biphenyls effect on estrogen-related receptor expression,
steroid secretion, mitochondria ultrastructure but not on mitochondrial membrane potential
in Leydig cells”, Cell and Tissue Research, 2017, 369:429-444 [IF=3.158].



2. Kotula-Balak M, Milon A, Pawlicki P, Opydo-Chanek M, Pacwa A, Lesniak K, Sekula M,
Zarzycka M, Bubka M, Tworzydlo W, Bilinska B, Hejmej A, ,Insights into the role of
estrogen-related receptors o,  and y in tumor Leydig cells”, Tissue and Cell, 2018, 52:78-
91 [IF=1.447].

3. Milon A, Knapczyk-Stwora K, Pawlicki P, Duliban M, Gorowska-Wojtowicz E, Kotula-
Balak M, Bilinska B, ,,Effect of estrogen-related receptor silencing on miRNA protein
machinery expression, global methylation, and deacetylation in bank vole (Myodes

glareolus) and mouse tumor Leydig cells”, Theriogenology, 2019, 139:178-190 [IF=2.316].

Sumaryczny wskaznik oddziatlywania (IF) publikacji wynosi 6,921, liczba cytowan tych
prac - 6, natomiast liczba punktéw MNiSW - 210 wediug roku opublikowania, sprawdzone
przeze mnie w dniu 31 lipca 2020 r.

Rozdzial Wstep w Opracowaniu pracy zawiera 5 stron. Doktorantka przedstawita w nim
informacje o historii odkrycia komérek Leydiga, ich budowie wewngtrzkomorkowej, funkcji
endokrynnej, regulacji czynnosci i roli w meskim ukladzie rozrodczym. Nastepnie oméwila
dzialanie endogennych estrogenéw z podzialem na te pochodzenia naturalnego i syntetycznego.
Wskazala kancerogenng rolg estrogenéw, w tym réwniez w rozwoju nowotworu komorek
Leydiga. Krdtko opisata réwniez budowe i wewngtrzkomorkowy mechanizm przekaznictwa
receptorow estrogenowych.

Cel badan okreslony jest precyzyjnie, a publikacje wchodzgce w sklad rozprawy
mieszczg si¢ w jego zakresie.

W Opracowaniu nie sprecyzowano Zadan badawczych czy doswiadczen, co zapewne
wynika z formy rozprawy doktorskiej — kompilacji trzech publikacji. Jednak sformutowanie
Zadan badawczych, w mojej ocenie utatwitoby znaczgco przedstawienie wynikow i wnioskow.

Trzystronicowy rozdzial Materialy i Metody jest zwigzly, zawiera opis materialu
badawczego i wszystkich metod z odniesieniem do szczegétéw opisanych w publikacjach.

Nastepnie Doktorantka zamiescita w Opracowaniu trzy publikacje stanowigce podstawe
pracy doktorskiej, a po nich dwunastostronicowy rozdzial Rezultaty i Dyskusja, w ktorym
zaznacza, ze wyniki stanowigce dysertacje doktorskg przedstawiono w ponizszym opisic w
sposob chronologiczny wzgledem roku opublikowania. Rozdziat koniczg Wnioski, czytelnie,
spdjnie i wlasciwie sformulowane na podstawie opublikowanych wynikow.

Kolejno zawarto informacje o finansowaniu badan w ramach realizacji pracy
doktorskiej, Oswiadczenia wspotautorow publikacji oraz Bibliografig¢, skladajaca si¢ z 129

pozycji literatury anglojezycznej, ulozong alfabetycznie.



Ocena rozprawy doktorskiej

Wszystkie publikacje stanowigce podstawe niniejszej rozprawy doktorskiej zostaly
poddane ocenie merytorycznej przez co najmniej dwdch recenzentéw decydujacych o przyjeciu
ich do publikacji. Zatem mojg rolg jako recenzenta jest ocena ich spdjnosci w swietle
postawionego celu badawczego 1 hipotez badawczych.
Do szczegélnych osiagni¢é ocenianej pracy doktorskiej zaliczam wykazanie:

e modulacji morfologii i funkcji, stezenia hormondéw steroidowych, jonéw wapnia,
mitochondriéw, ekspresji receptorow ERR, w komorkach nowotworowych Leydiga
pod wplywem dzialania PCB, w zaleznosci od rodzaju i dawki.

e zaangazowania ERRy w zmiany morfologii prawidtowych i nowotworowych komorek
Leydiga,

e regulacji funkcji steroidogennych przez ERR w zaleznosci od typu jedynie w
komérkach nowotworowych Leydiga, w odroznieniu od prawidlowych.

e regulacji procesOw epigenetycznych poprzez zmiany poziomu metylacji DNA, bez
wplywu na deacetylacje histonéw pod wplywem sygnalizacji estrogenowej z udziatem

receptoréw ERR.

Pytania, prosby o komentarz oraz uwagi

1. Trzecia hipoteza badawcza w rozprawie doktorskiej brzmi: ,,Sygnalizacja estrogenowa z
udzialem receptoréw pokrewnych receptorom estrogenowym (ERR) kontroluje komorkowe,
molekularne i epigenetyczne procesy w prawidlowych i nowotworowych komdrkach
Leydiga”. Uzyte stowo ,kontroluje” wskazuje na nadrzedng role receptoréw ERR we
wskazanych procesach. Czy faktycznie jest to kontrola, czy otrzymane wyniki pozwalaja
wskaza¢ na wyzszy potencjatl przekaznictwa sygnalu przez ERR w poréwnaniu do
przekaznictwa przez inne typy receptéréw estrogenowych?

2. W rozprawie doktorskiej okreslono efekt dziatania mieszaniny polichlorowanych bifenyli
(PCB). Czy znany jest wptyw ksenoestrogendéw naturalnych na mechanizm przekaznictwa
przez ERR w komoérkach fizjologicznych i nowotworowych Leydiga u gryzoni, innych
gatunkow zwierzat i czlowieka?

3. We Wstepie Opracowania Doktorantka opisuje, ze w przypadku nornicy rudej wykazano
produkcje estrogenéw w komdrkach plemnikotworczych, podczas gdy u myszy nie
wykazano. Czy zastosowanie dwoch gatunkow jako modelowych i ich poréwnanie jest

zatem majac powyzsze na wzgledzie uzasadnione?



4. Jony Ca2+ sg pierwotnymi lub wtdérnymi transmiterami, aktywuja transkrypcj¢ 1 apoptoze.
Wazrost poziomu wapnia powoduje fosforylacje okre$lonych bialek. Fosforylacja ta
nastepuje jako wynik aktywacji przez waph kinazy biatkowej II (zaleznej od Ca2+ i
kalmoduliny) oraz kinazy biatkowej C (zaleznej od Ca2+, diacyloglicerolu i
fosfatydyloseryny). Zatem jony Ca2+, jako wtorne przekazniki informacji, powodujac
fosforylacje bialek prowadza do okreslonej odpowiedzi metaboliczne] komdrki. Jony
wapniowe dzialajg jako transmitery réwniez drogg tzw. pozagenomowa i wiedy odpowiedZ
komorkowa jest aktywowany relatywnie szybko (

5. od kilku sekund do kilku minut od stymulacji). Taki sposob przekaznictwa moze mieé
miejsce w przypadku dziatania estrogenow. Doktorantka wykonywala pomiar stezenia
jondéw wapnia jedynie po 24 h od stymulacji komorek PCB. Prosze o wskazanie jakiego
efektu si¢ spodziewano — czy chodzilo o dzialanie jonéw wapniowych genomowe czy
pozagenomowe?

6. Czy w poszczegolnych, uzytych metodach badawczych stosowane byty kontrole pozytywne
lub negatywne, w zaleznosci od potrzeb czy warunkow analiz?

7. W trzeciej z kompilacji publikacji (Milon i wsp. 2019, Theriogenology) izolowano komorki
Leydiga od nornic. Czy istnieje marker komérek Leydiga, np. na poziomie ekspresji mRNA,
ktéry pozwala potwierdzi¢ homogennos$¢ hodowli tych komorek?

8. Zmiana morfologii komérek nowotworowych polegajgca na tworzeniu skupisk, wg sugestii
Doktorantki moze byé podstawg tworzenia ognisk przerzutowych. Czy byloby mozliwa
zdaniem Doktorantki, kontynuacja badafi w tym kierunku i stworzeniu np. hodowli — 3D
imitujgcej translokacj¢ takich ognisk do $rodowiska komorek nablonkowych,

immunologicznych czy innych.

Posumowanie i wniosek koncowy

Przedstawione w niniejszej recenzji uwagi i komentarze stanowia element naukowego
dyskursu i nie umniejszajg wartosci merytorycznej dysertacji. Praca napisana jest bardzo
starannie, w czytelny sposéb i wyr6znia sie logicznym tokiem drazenia problemu badawczego,
poniewaz kolejne etapy sg ,.cegielkami™ ostatecznie ..zlepiajacymi” odpowiedZ na pytanie
postawione w celu rozprawy, ktorym jest okreslenie roli receptoréw pokrewnych receptorom
estrogenowym w prawidtowych i nowotworowych komorkach Leydiga. Wszystkie publikacje
wzajemnie si¢ uzupelniaja i jako calo$§¢ wnosza duza dawke¢ nowej wiedzy. Doktorantka
znakomicie wykorzystata dostepne, nowoczesne metody badawcze do realizacji zamierzonych

celow pracy. Uzyskane rezultaty sa nowatorskie i wazne nie tylko z punktu widzenia



naukowego, ale gotowe do wykorzystania w badaniach klinicznych. Czasopisma, w ktorych
opublikowane zostaly wyniki, dobrane zostaly trafnie do tematyki, a ich IF jest wysoki, co
wskazuje na ambitne podejécie Doktorantki do pracy naukowej. Nie znalaztam w Opracowaniu
wigkszych bledow edytorskich i stylistycznych.

W mojej opinii, rozprawa doktorska mgr Agnieszki Mitofi stanowi przemyslane oraz
interesujgce, rozwigzanie problemu naukowego w odniesieniu do celéw badawczych,
metodyki, opracowania wynikéw i sformutowania wnioskéw, a prezentacja redakcyjna
wynikow przeprowadzonych badan jest rowniez dowodem wysokich umiejetnosci
Autorki do prowadzenia pracy naukowej. W zwigzku z tym bez watpienia stwierdzié
nalezy, ze przedstawiona do oceny dysertacja doktorska pt. ,Receptory pokrewne
receptorom estrogenowym (ERR) w funkcjonowaniu prawidlowych i nowotworowych
komérek Leydiga” odpowiada warunkom okreslonym w art. 13 ust. I ustawy z dnia 14
marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule
w zakresie sztuki (Dz.U. Nr 65, poz. 595 ze zm. Dz.U. z 2005 r., Nt 164, poz. 1365) stawiane
pracom doktorskim.

Przedkladam zatem Wysokiej Radzie Dyscypliny Nauki Biologiczne, Uniwersytetu
Jagiellonskiego w Krakowie wniosek o przyjecie pracy i dopuszczenie mgr Agnieszki
Mitonn do dalszych etapéw postgpowania w przewodzie doktorskim. Wnioskuje

rowniez o wyrdznienie pracy doktorskiej stosowng nagroda.
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