Uniwersytet Medyczny im. Karola Marcinkowskiego
KATEDRA 1 ZAKEAD BIOLOGI KOMORKI
kierownik Katedry i Zaktadu: prof. dr hab. Matgorzata KOTWICKA

60-806 Poznan tel.: +48 61 8547170
ul. Rokietnicka 5D fax: +48 61 854 71 69

RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
mgr Agnieszki MItON
pt. ,Receptory pokrewne receptorom estrogenowym (ERR) w funkcjonowaniu

prawidtowych i nowotworowych komérek Leydiga”

promator: dr hab. Matgorzata Kotula-Balak, prof. UR

Podstawg opracowania niniejszej recenzji jest pismo Pana prof. dr. hab. Andrzeja Kozika,
Przewodniczacego Rady Dyscypliny Nauki biologiczne Uniwersytetu Jagielloriskiego w Krakowie, z dnia
26 czerwca 2020 r. z prosba o ocene czy rozprawa doktorska mgr Agnieszki MILON spetnia warunki
okreélone w artykule 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz o stopniach i tytule z zakresie sztuki, wymagane do uzyskania stopnia naukowego doktora

w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne.

Uwagi wstepne

Rola estrogendw w uktadzie rozrodczym samcéw jest od lat przedmiotem intensywnych badan.
Mimo, iz na obecnym etapie wiedzy wiadomo, ze homeostaza androgenno-estrogenowa ma
zasadnicze znaczenie dla prawidtowego rozwoju i funkcjonowania uktadu rozrodczego samcéw, to
mechanizmy dziatania estrogenéw na poszczegélne komorki tego uktadu sg ciggle stabo poznane.
Moze sie to wigza¢ z faktem, ze estrogeny dziataja na komérki docelowe przez rézne typy receptorow,
ktérych heterogenna lokalizacja, zalezna od etapu rozwoju samca nie utatwia badan. Nawet pierwsze
poznane receptory estrogenowe (ERc. i ER[3) nalezgce do rodziny receptoréw jadrowych, petnigce rolg
czynnikéw transkrypcyjnych wystegpuja w licznych izoformach, ktérych powstanie jest wynikiem
alternatywnego sktadania. Poza klasycznym, genomowym mechanizmem dziatania, estrogeny moga
dziata¢ na komérki docelowe wykorzystujac szybkie, btonowe szlaki transdukcji sygnatu zwigzane
z btonowym receptorem GPER. Badania potwierdzajace obecnoé¢ ER w mitochondriach sugerujg ich

udziat w mitochondrialnej transdukcji sygnatu estrogenéw. Uwaza sig, ze estrogeny €gzogenne,



poprzez obecne w mitochondriach receptory estrogenéw wptywaja na morfologie tych organelli.
Najnowsze badania potwierdzity, ze oprécz wyzej wymienionych receptorow istniejg takze receptory
pokrewne receptorom estrogenowym (ERR), ktdre s zaangazowane w transdukcje sygnatu
estrogenéw. Ponadto postuluje sie, ze interakcja pomigdzy receptorami ERR i ER moze odgrywac
istotna role w procesie nowotworzenia. Wskazuje sie réwniez, ze wystgpujgca u samcow rownowaga
androgenowo-estrogenowa moze zostac zaburzona przez estrogenne i/lub antyandrogenne dziatanie
ksenobiotykéw. Zakfada sie, ze ich przyczyna moze by¢ miedzy innymi nadmierna ekspozycja na
ksenoestrogeny. Wiedza na temat wptywu ksenoestrogenow na organizm jest ciagle niewystarczajgca,
a wyniki dostepnych badah czesto prowadza do sprzecznych wnioskdw. Ponadto zaburzone
funkcjonowanie komérek Leydiga moze skutkowac istotnym zaburzeniem przebiegu spermatogenezy,

a w konsekwencji znacznie wptywac na ptodnos¢ samcow.

W éwietle powyzszych danych, podjete w recenzowanej pracy badania, ktérych celem jest
okreslenie roli jaka receptory pokrewne receptorom estrogenowym odgrywajg w prawidtowych
i nowotworowych komodrkach Leydiga sa uzasadnione i wpisujg si¢ w nurt najnowszych prac

badawczych

Ocena formalna rozprawy doktorskiej

Mgr Agnieszka Miton przedstawita rozprawg doktorska w formie cyklu trzech artykutéw zebranych
pod wspélnym tytutem ,Receptory pokrewne receptorom estrogenowym (ERR) w funkcjonowaniu
prawidfowych i nowotworowych komaérek Leydiga”. Przedstawiony do oceny manuskrypt oprécz kopii
oryginalnych prac badawczych, wchodzacych w sktad cyklu tworzacego rozprawe doktorska zawierat
dodatkowo nastepujace rozdzialy: streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wykaz stosowanych
skrotow, wstep, cel i hipotezy badawcze, materiat i metody, rezultaty i dyskusje, wnioski, finansowanie

badar, o$wiadczenia wspdtautordw oraz bibliografie.
Cykl trzech publikacji sktadajgcych sie na rozprawg doktorska to:

[P1] — 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 Tissue Res. 2017 Aug;369(2):429-444.

[P2] - Kotula-Balak M., Milon A., Pawlicki P., Opydo-Chanek M., Pacwa A., Lesniak K., Sekula M.,
Zarzycka M., Bubka M., TworzydloW., Bilinska B., Hejmej A., Insights into the role of estrogen-

related receptors a, 8 and y in tumor Leydig cells. Tissue Cell. 2018 Jun;52:78-91.



[P3] - 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 Nov;139:178-190.

Wszystkie prace zostaty opublikowane w czasopismach, ktére w wykazie czasopism naukowych
Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z 18 grudnia 2019 r., zostaly przypisane do dyscypliny nauki
biologiczne tj. do dyscypliny, w kt6rej ma by¢ nadany stopier doktora. Poniewaz prace cyklu pochodza
z 2017, 2018 i 2019 roku, ze wzgledu na istotne zmiany jakie w tym czasie wystgpity w obszarze
punktacji MNiSW, trudno je scharakteryzowac w oparciu o powyzszy wykaz. Nalezy jednak podkreslic,
7e praca P3 opublikowana w 2019 r. w Theriogenology, wg obowigzujgcego systemu punktacji posiada
az 140 pkt. co éwiadczy o renomie czasopisma, ktére wg Journal Citation Reports znajduje sie w Q1

czasopism z obszaru nauk weterynaryjnych.

Doktorantka przy wykazie publikacji sktadajgcych sig na rozprawe doktorska podata przy kazdej
z prac wartos¢ wspodtczynnika oddziatywania Impact Factor (IF). Sumaryczny IF wszystkich publikacji
ocenianego cyklu wg doktorantki wynosi 6,921. Wydaje sig, Ze autorka podajac wartosci IF dla prac
cyklu wynoszace odpowiednia IF=3,158, IF=1,447, IF=2,316 nie odniosta sie do wartosci IF
z roku publikacji pracy, ktére wynosza odpowiednio: 3,043, 1,553 i 2,094 (co daje taczng wartosc
IF=6,69), a podata piecioletni IF wyznaczony dla wszystkich trzech czasopism w 2018 roku. Oczywiscie
warto$¢ IF prac ocenianego cyklu nie wptywa w istotny sposéb na wynik recenzji, ale jesli autorka sama

go podaje, warto doprecyzowac jakiej wartosci uzywa.

Doktorantka w dwdch pracach jest pierwszym autorem, a w jednej drugim autorem. W pracy P1
pierwsze autorstwo mgr Agnieszki Miton jest rownowazne z pierwszym autorstwem Mafgorzaty
Opydo-Chanek. Wszystkie prace sg wieloautorskie, a liczba wspdtautoréw wynosi odpowiednio: 8, 12
oraz 7. Wspdtautorzy wszystkich prac zfozyli oswiadczenia, w ktérych okredlili ich wkiad w/w
publikacje. W zataczonej dokumentacji nie zawarto informacji czy artykuty cyklu byty wykorzystywane
przez inne osoby w postgpowaniach awansowych — prosze o stosowny komentarz podczas obrony.
W oéwiadczeniu, ktore przedtozyta mgr Agnieszka Mitor stwierdza, ze je] wkiad w powstanie publikacji
P1-P3 wynosit odpowiednia 55%, 60% i 60% i byt zwigzany z planowaniem eksperymentéw,
przeprowadzeniem wykonywanych badan, opracowaniem wynikéw i przygotowaniem prac do druku.
O¢wiadczenia zawarte w Author contributions, umieszczone bezposrednio w opublikowanych pracach
ocenianego cyklu wskazujg, ze: 1) w pracy P1 mgr A. Mitori wykonywata badania nie uczestniczac
w planowaniu i analizowaniu wynikéw, 2) w pracy P2 wykonywata badania (nie uczestniczac w ich

planowaniu i analizowaniu), a 3) w pracy P3 wykonywata badania i uczestniczyta w analizowaniu



otrzymanych wynikéw. Z powyzszych oswiadczeri umieszczonych w artykutach cyklu wynika, ze mgr
Mitori odegrata kluczowg role gtéwnie w wykonywaniu badan. Doprecyzowania wymaga jaki byt
rzeczywisty udziat doktorantki w planowaniu badan i analizowaniu otrzymanych wynikdw, co jest
istotne przy ocenie rozpraw doktorskich opartych na cyklu publikacji - — prosze o stosowny komentarz

podczas obrony.

QOcena merytoryczna

Mgr Agnieszka Miton jako cel swoich badar postawita okreslenie roli receptoréw pokrewnych

receptorom estrogenowym w prawidtowych i nowotworowych komaérkach Leydiga.

Doktorantka sformutowata nastepujgce hipotezy badawcze: 1). prawidtowe i nowotworowe
komérki Leydiga wykazuja réznice w morfologii i funkcji w korelacji do ekspresji receptorow ERR,
2). estrogeny i polichlorowane bifenyle (PCB) wptywajg na status morfologiczno-funkcjonalny
nowotworowych komérek Leydiga z udziatem receptorow ERR oraz 3). sygnalizacja estrogenowa
z udziatem receptoréw ERR kontroluje komdrkowe, molekularne i epigenetyczne procesy
w prawidiowych i nowotworowych komérkach Leydiga. W opinii recenzenta dotychczasowa wiedza

i dostepna literatura upowazniaty doktorantke do postawienia powyzszych hipotez.

Wykorzystanie jako materiatu do badar prawidtowych komorek Leydiga izolowanych z jader
nornic rudych oraz nowotworowych, mysich komérek Leydiga linii Ma-10 uwazam za wiasciwe.
W pracy P3, w ktdrej wykorzystywano komorki pobierane z jader nornic rudych zawarte autorzy
zamieécili oéwiadczenie, ze przestrzegano wszystkich obowigzujacych miedzynarodowych, krajowych

i/lub instytucjonalnych wytycznych dotyczacych opiekii wykorzystywania zwierzat.

Przedstawiona do oceny praca doktorska zostata wykonana w Zakfadzie Endokrynologii
Instytutu Zoologii i Badan Biomedycznych, Wydziatu Biologii Uniwersytetu Jagielloriskiego w Krakowie.
Praca zostata zatem przygotowana w Zespole, ktéry od wielu lat jest liderem, nie tylko w kraju,

w badaniach nad rola estrogenéw w uktadzie rozrodczym samcow.

Fakt, ze artykuly ocenianego cyklu zostaly opublikowane w renomowanych czasopismach, jest
dowodem na wiaéciwie dobrane metody badawcze. Nalezy podkreslic, ze we wszystkich pracach
zostaty one opisane niezwykle starannie i szczegotowo. Autorzy wykorzystali zaréwno najnowsze
metody badawcze, jak i klasyczne metody analizy i obrazowania, stosownie do stawianych celow
badawczych. Mgr Agnieszka Mitori w swoim oswiadczeniu podaje, 7e byta osoba odpowiedzialng za

prowadzenie hodowli komorkowych, przeprowadzenie transfekcji siRNA oraz przeprowadzenie analiz



metodami qRT-PCR, western blot, immunocytochemicznych i immunoenzymatycznych, co bardzo

dobrze $wiadczy o warsztacie badawczym doktorantki.

Badania byly realizowane dzieki $rodkom finansowym pozyskanym z Narodowego Centrum Nauki
w konkursie SONATA BIS nr 2015/18/E/NZ4/00519 na projekt pt. ,Sygnalizacja estrogenowa
w gonadzie meskiej ssakéw w rozwoju postnatalnym. Badanie molekularnych mechanizmow

kontrolujacych funkcjonowanie komaérek Leydiga”.

Zakres badan przeprowadzonych w ocenianych artykutach, byt bardzo obszerny i obejmowata

odpowiednio:

- w publikacji P1 — analize wptywu PCB na: 1) ekspresje ERRa, ERR[ i EERy oceniang na poziomie
biatkowym i mRNA, 2) ultrastrukture i poziom btonowego potencjatu mitochondridw, 3). sekrecje
wybranych hormonéw steroidowych oraz 4) stezenie jonéw wapniowych w komorkach Leydiga linii

komérkowej MA-10;

- w publikacji P2 - ocene wptywu wyciszenia ekspresji genéw kodujacych ERR w nowotworowych
komdrkach Leydiga linii MA-10 na ich morfologie i potencjat proliferacyjny, morfologig i potencjat

bionowych mitochondriéw, steroidogenezeg oraz poziom cGMP i jonéw wapniowych;

- w publikacji P3 — badanie wptywu wyciszenia ekspresji gendw kodujacych ERR w komérkach Leydiga
izolowanych z jader nornic rudych oraz w komarkach linii MA-10 na ekspresjg i lokalizacje wybranych
biatek kontrolujacych biogeneze i funkcje miRNA (Drosha, Dicer, Ago2 i Exp5), poziom globalnej

metylacji genéw oraz aktywnosc deacetylaz histonow.

Mgr Agnieszka Mitor, wraz ze wspotautorami doszta do konkretnych i jasnych wnioskdw
weryfikujacych stawiane hipotezy badawcze. Autorzy wskazujg miedzy innymi, ze: 1) zaréwno
w prawidiowych jak i nowotworowo zmienionych komdrkach Leydiga receptory ERRy biorg udziat
w procesach wptywajacych na morfologig tych komorek, 2) receptory ERR wraz z estradiolem wptywaja
na aktywnoé¢ proliferacyjng i migracyjng nowotworowych komérek Leydiga, 3) wyciszenie
w nowotworowych komérkach Leydiga ekspresji genéw kodujacych ERR wptywa na zachodzacg w nich
steroidogeze, btonowy potencjat mitochondrialny oraz poziom jonow wapniowych i cGMP,
4) estradiol oraz PCB modulujg ekspresjg receptoréw ERR w nowotworowych komaérkach Leydiga oraz
5) sygnalizacja estrogenowa z udziatem receptoréw ERR wptywa na epigenetyczne procesy zachodzgce
w prawidtowych i nowotworowych komérkach Leydiga (modulacje aktywnosci czgsteczek

wytwarzajacych i regulujacych dziatanie miRNA oraz na poziom globalnej metylacji DNA).

Podsumowujac zakres przeprowadzonych badan nalezy stwierdzi¢, ie jest to znaczace

osiagniecie niniejszej rozprawy doktorskiej, poniewaz do tej pory w literaturze naukowej nie byto tak



obszernych doniesieri badajgcych role jaka receptory ERR odgrywaja w funkcjonowania prawidtowych
i nowotworowo zmienionych komérkach Leydiga. O wartosci ocenianych prac swiadczy rowniez fakt,
7e na dzier sporzadzania tej recenzji, prace wchodzgce w sktad ocenianego cyklu, wg Web of Science,

miaty juz tacznie 25 cytowan (razem z autocytowaniami).

Podsumowanie

Uwazam, 7ze mgr Agnieszka Mitori posiada umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy

naukowej, a oceniana rozprawa doktorska jest oryginalnym rozwigzaniem problemu naukowego.

W mojej opinii rozprawa doktorska mgr Agnieszki MILON pt. ,Receptory pokrewne receptorom
estrogenowym (ERR) w funkcjonowaniu prawidtowych i nowotworowych komdrek Leydiga” oparta na
cyklu trzech publikacji, spetnia warunki okreslone w ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo
o szkolnictwie wyzszym nauce oraz artykule 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych
i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki, wymagane do uzyskania stopnia

naukowego doktora.

W zwiazku z powyiszym mam zaszczyt przedstawic Wysokiej Radzie Dyscypliny Nauki
biologiczne Uniwersytetu Jagielloriskiego w Krakowie wniosek o dopuszczenie mgr Agnieszki Mifon
do dalszych etapéw postgpowania o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk Scistych

i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne

Z wyrazami szacunku,

Q%Jméz

prof. dr hab. med. Malgorzata Kotwicka



