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Recenzja zostala wykonana na wniosek Rady Wydzialu Biologii Uniwersytetu

Jagiellonskiego w Krakowie.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska wykonana zostala w Zakladzie
Endokrynologii Instytutu Zoologii i Badari Biomedycznych Uniwersytetu Jagiellofiskiego, pod
kierunkiem Promotora dr hab. Matgorzaty Kotuli-Balak, prof- UR.

Na rozprawe doktorska skiadajg sie cztery wyszczegdlnione ponizej — prace oryginalne,
opublikowane w latach 2017-2019 w czasopismach z listy JCR, ktérych taczny wspétczynnik
oddzialywania Impact Factor wynosi 10,196, a punktacja wg MNiSW — 350. Ponizej
wyszczegolniono publikacje Doktoranta, wchodzace w skiad dorobku naukowego

przediozonego w ramach ubiegania sie o stopief doktora nauk biologicznych:

1. Pawlicki P., Mitori A., Zarzycka M., Galas J., Tworzydto W., Kaminska A., Pardyak L.,
Lesniak K., Pacwa A., Bilifiska B., Gérowska-Wojtowicz E., Kotula-Balak M., (2017)
Does signaling of estrogen-related receptors affect structure and function of bank vole

Leydig cells? Journal of Physiology and Pharmacology, Jun;68(3):459-476. [70 pkt.
MNiSW, IF=2.457];



2. Kotula-Balak M., Pawlicki P., Mitor A., Tworzydlo W., Sekuta M., Pacwa A.,
Gorowska-Wojtowicz E., Bilinska B., Pawlicka B., Wiater J., Zarzycka M., Galas J., (2018)
The role of G-protein-coupled membrane estrogen receptor in mouse Leydig cell function—in
vivo and in vitro evaluation. Cell and Tissue Research, Nov;374(2):389-412. [70 pkt. MNiSW,
[F=3.158];

3. Pawlicki P., Hejmej A., Milon A., Lustofin K., Ptachno B. J ., IT'worzydto W., Gérowska-
Wojtowicz E., Pawlicka B., Kotula-Balak M., BiliAska B., (2019) Telocytes in the mouse
testicular interstitium: implications of G-protein-coupled estrogen receptor (GPER) and
estrogen-related receptor (ERR) in the regulation of mouse testicular interstitial cells.

Protoplasma, 256(2):393—408. [70 pkt. MNiSW, IF=2.583];

4. Pawlicki P., Duliban M., Tuz R., Ptak A., MiloA A., Goérowska-Wéjtowicz E., Tworzydlo
W., Plachno B. ], Bilinska B., Knapezyk-Stwora K., Kotula-Balak M., (2019) Do G-protein
coupled estrogen receptor and bisphenol A analogs influence on Leydig cell epigenetic
regulation in immature boar testis ex vivo? Animal Reproduction Science, 207, 21-35. [140

pkt. MNiSW, IF= 1.998].

Indywidualny wklad Doktoranta w powstanie zaprezentowanych prac oryginalnych
potwierdzony przez wspotautoréw nalezy uzna¢ za wystarczajacy do przedlozenia ich
Dostojnej Radzie Dyscypliny Nauki biologiczne w celu procedowania dalszego postepowania.
Doktorant uczestniczyt migdzy innymi w planowaniu eksperymentéw, pobieraniu materiatu do
badan w modelu in vitro, in vivo oraz ex vivo, przeprowadzaniu analiz molekularnych
i opracowaniu wynikéw (oswiadczenia PT Wsp6tautoréw). We wszystkich przedstawionych

do oceny pracach wkiad Doktoranta przekraczat 50 % (60%, 60%, 60% oraz 52%).

Tematyka zatgczonych publikacji dotyczy zagadnien zwigzanych z rolg nieklasycznych
receptorow estrogenowych w tkance interstycjalnej gonady meskiej. W pracach tych Doktorant
wyjasnia znaczenie i wplyw sygnalizacji estrogenowe]j z udziatem receptoréw pokrewnych
receptorom estrogenowym (ERR) 1 blonowych receptor6w estrogenowych sprzezonych
z bialkami G (GPER) na fizjologie niedojrzatej i dojrzalej tkanki interstycjalnej gonady
samcow gryzoni i knuréw.

Przedstawiony do oceny, opracowany w jezyku polskim manuskrypt, zawiera zalaczone
oryginalne prace, liczy 124 strony. Zawiera nastepujace rozdzialy: streszczenie, summary,
wykaz skrétow stosowanych w pracy, cykl publikacji sktadajacych sie na rozprawe doktorska,
wstep, cel 1 hipotezy badawcze, materialy i metody, kopie oryginalnych prac badawczych,



rezultaty i dyskusje, wnioski, finansowanie badan, oswiadczenia Autoréw oraz bibliografie.
Manuskrypt napisany jest poprawnym jezykiem z zachowaniem wymagan przewidzianych dla

opracowan naukowych. Skutkuje to, iz opracowanie to czyta sie ,,lekko”.

W prezentowanych wynikach doswiadczef in vivo modelem badawczym byty dojrzale
plciowo nornice rude (fac. Myodes glareolus) oraz niedojrzate i dojrzate ptciowo oraz starzejace
si¢ myszy szczepu C57BL/6. W badaniach in vitro wykorzystano komérki Leydiga MA-10.
W hodowli organotypowej ex vivo uzyto fragmentow jader niedojrzatych knuréw (rasy Wielka
Biata Polska). W zaleznosci od typu eksperymentu i modelu badawczego uzyto: antagoniste
receptora estrogenowego o (ERRa) - (XCT790) i blonowego receptora estrogenowego (GPER)
- (G-15), agoniste receptoréw estrogenowych B/y” (ERRB/Y) - (DY 131), 17B-estradiol, ICI
182,780 oraz ksenoestrogeny [bisfenol A (BPA, ang. bisphenol A); tetrabromobisfenol A
(TBBPA, ang. tetrabromobisphenol A); tetrachlorobisfenol A (TCBPA, ang.
tetrachlorobisphenol A)], ktére byly uzywane pojedynczo lub w kombinacjach. Stosowane

dawki byly dobierane na podstawie dostepnego pi$miennictwa i badan wstepnych.

Sezonowa zmienno$¢ aktywnosci endokrynnej uktadu rozrodczego u ssakéw zyjacych
w klimacie umiarkowanym jest spowodowana zmiang dhugosci dnia $wietlnego. Zjawisko to
wystgpuje réwniez u nornicy rudej. Aktywno$é rozrodcza tych zwierzat regulowana jest przez
syntezg¢ melatoniny, ktérej poziom i dobowa dtugo$¢ aktywnosci jest odwrotnie proporcjonalna
do dhugosci dnia $§wietlnego. Mysi model jest czesto wykorzystywany w badaniach z zakresu

biologii rozrodu ze wzglgdu na wysoka homologie genéw mysich do ludzkich.

Wstepne wyniki badan prowadzonych w Zaktadzie Endokrynologii Instytutu Zoologii
i Badan Biomedycznych Uniwersytetu Jagielloriskiego, w ktorych uczestniczyl Doktorant

pozwolity Mu na postawienie hipotezy badawczej i okreslenie celu badan:

1. Sygnalizacja estrogenowa z udzialem receptoréw ERR i GPER jest odpowiedzialna
za utrzymanie prawidlowej histologii tkanki interstycjalnej oraz wplywa na proces

steroidogenezy w niedojrzatej i dojrzatej piciowo gonadzie.

2. Receptor GPER wspdldzialajgc z innymi biatkami sygnalizacji estrogenowej wpltywa
na utrzymanie prawidtowej cytoarchitektury i funkcji komorek Leydiga w réznych stadiach
rozwoju gonady oraz kooperacja migdzy receptorami ERR i GPER kontroluje liczbe,

dystrybucje i dziatanie regulacyjne telocytow w dojrzatej ptciowo gonadzie.



3. Ksenoestrogeny poprzez receptor GPER z udziatem mechanizméw epigenetycznych

wplywajg na funkcje tkanki interstycjalnej w niedojrzatej gonadzie.

W nawigzaniu do zatozeri okre$lonych w hipotezie Doktorant przeprowadzit badania ,
ktérych celem bylo potwierdzenie lub zaprzeczenie stusznosci prezentowanej hipotezy.
W trakcie ich przeprowadzania Autor zastosowal nowoczesne metody analityczne, m.in. RIA,
ELISA, PCR, Real-Time PCR, Blott, czy analize immunohistochemiczng,
immunocytochemiczng lub immunocytofluorescencyjng. Uzycie takich metod analitycznych
odpowiednio pobrany material badawczy przy jasno okreslonym celu badan w petni
zrealizowanym oraz doglebna analiza uzyskanych wynikéw zaskutkowata przyjeciem prac do

druku w wysoko impaktowych czasopismach.

Analizg statystyczng otrzymanych wynikéw Autor przeprowadzil przy uzyciu
oprogramowania Statistica (StatSoft, Tulsa, OK, USA). W celu sprawdzenia jednorodnogci
wariancji zastosowal test Levene’a, a do sprawdzenia normalnosci rozktadu test Shapiro-Wilka.
Wszystkie analizy statystyczne przeprowadzono przy uzyciu jednokierunkowej analizy
wariancji (ANOVA). Przeprowadzano tez analizy z wykorzystaniem testu poréwnawczego
post-hoc Tukeya. Wyniki prezentowano jako $rednie arytmetyczne + blad standardowy $rednie;
(SEM), a wyniki uznawano za istotnie rézne przy p < 0,05.

Przeprowadzone badania upowaznity Doktoranta do przedstawienia ponizszych
wynikow 1/lub wnioskow:

W pracy nr 1 (Pawlicki et al. 2017) po raz pierwszy wykazano obecno$é receptoréw
estrogenowych ERR zlokalizowanych w obszarze okotojgdrowym i jadrze komoérek Leydiga
nornicy rudej. Badania wykazaly, ze receptor estrogenowy o (ERRa) jest niezbedny do $cistego
wspoldziatania z komoérkami Leydiga w zakresie ich funkcji endokrynnej — syntezy
estrogenow, androgenéw 1 hormonéw biatkowych. Receptory estrogenowe regulujg
reaktywnos$¢ komorek Leydiga poprzez modulacje ekspresji genow i ekspresje ich biatka.
Dzialanie estrogenéw z udzialem receptoréw estrogenowych reguluje réwniez morfologie
tkanki interstycjalnej, podobnie jak wptywa na proces steroidogenezy poprzez ekspresje genow
i stezgnie molekul sygnalizacyjnych majacych wptyw na steroidogeneze i funkcje wydzielnicza
komérek Leydiga.

W kolejnej publikacji (Kotula-Balak et al. 2018) Doktorant postanowit zbadaé
mechanizm za pomoca, ktdrego blonowy receptor estrogenowy GPER wraz z receptorem
estrogenowym ER i1 aromataza kontrolujga procesy zachodzace w komoérkach Leydiga na
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réznym etapie rozwoju gonady myszy. Uzyskane wyniki daly podstawe do wyciagniecia
wniosku, iz membranowy receptor estrogenowy sprzgzony z biatkiem G (GPER) stanowi nowa
podstawe do zrozumienia roli estrogenu i czgsteczek sygnalowych estrogenu w regulacji
funkcji komérek Leydiga. Przedstawione tutaj wyniki badan ujawnily, ze GPER ma
regulacyjny wplyw na sygnalizacje estrogenowa, a takze na stgzenie i wydzielanie estrogenu
w mysich komoérkach Leydiga, zalezne od wieku samca i przypuszczalnego zaangazowania
roznych organelli poprzez wspétprace z receptorami estrogenowymi ER i aromatazg. Zatem
wytworzenie mysiego modelu potréjnego knockoutu (tKO) (aromatazy, ER i GPER) moze by¢
waznym wkladem w dalsze zrozumienie mechanizméw sygnalizacji estrogenowe;j
w komorkach Leydiga. Zdaniem recenzenta ta sugestia zawarta w pracy, jak i autoreferacie
realnie przyczyni¢ si¢ moze do zrozumienia endokrynnych proceséw regulacyjnych w obszarze
jadra.

Kolejna praca (Pawlicki et al. 2019a) dotyczyta badan wplywu na komoérki tkanki
interstycjalnej sygnalizacji estrogenowej poprzez blonowy receptor estrogenowy (GPER)
1 receptory estrogenowe. Uzywajac mikroskopii elektronowej Doktorant po raz pierwszy
zlokalizowat telocyty w przestrzeni migdzykanalikowej jader myszy po zadziataniu antagonisty
G-15. Obserwowane zmiany budowy histologicznej tkanki interstycjalnej wskazuja, ze
ekspresja blonowego receptora estrogenowego moze wystepowaé nie tylko w komoérkach
Leydiga ale i w innych komoérkach - interstycjalnych i okotokanalikowych. Roznice w liczbie
1 rozmieszczeniu telocytéw wywolane zaburzeniem sygnalizacji estrogenowej moga
powodowaé wzrost objetosci tkanki interstycjalnej. Na podstawie wynikéw badan
wnioskowano, ze wrazliwo$¢ telocytow na zaburzenie sygnalizacji estrogenowej moze
w posredni sposob wplywaé¢ na funkcje steroidogenng komoérek Leydiga. Rownoczesdnie
zablokowanie blonowego receptora estrogenowego GPER prowadzi do wzrostu stezenia
relaksyny (RLN). Uzyskane wyniki wskazujg, iz telocyty odgrywajg istotng role w tworzeniu
odpowiedniego Srodowiska niezbgdnego do utrzymania homeostazy. Uzyskane wyniki moga
mie¢ istotne znaczenie do wykorzystania telocytow w leczeniu chorob tkanki interstycjalnej
jader, szczegdlnie nowotworzenia.

W manuskrypcie 4 (Pawlicki et al. 2019b) Doktorant wykazat po raz pierwszy ekspresje
blonowego receptora estrogenowego GPER w niedojrzalej gonadzie knura, co wskazuje, ze
receptor ten moze peni¢ funkcje na etapie rozwoju komoérek steroidogennych. Uzycie do badan
antagonisty blonowego receptora estrogenowego oraz ksenoestrogenu bisfenolu A (BPA)ijego
analogéw (TBBPA i1 TCBPA) wykazalo, ze ksenoestrogeny (poza BPA i G-15+TCBPA)
powoduja obnizenie ekspresji receptora GPER na poziomie biatka, nie powodujagc zmian
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w budowie histologicznej ani w morfologii komérek Leydiga niedojrzalego jadra knura.
Badania prezentowane w tej pracy wykazaty réwniez, iz ksenoestrogeny z udzialem blonowego
receptora estrogenowego GPER modulujg ekspresje biatek kontrolujacych biogeneze i funkcje
miRNA w niedojrzatym jadrze knura, co moze mieé takze wplyw na proces steroidogenezy.
Stad tez sugestia, ze sygnalizacja estrogenowa przez btonowy receptor estrogenowy GPER jest
niezbgdna do prawidlowego funkcjonowania niedojrzatej gonady knura. Wszelkie zaktécenia
tej sygnalizacji poprzez blokowanie receptora GPER lub ekspozycje na ksenoestrogeny
prowadzg do zaburzen w obszarach tkanki interstycjalnej i komérek Leydiga.

Podsumowujge, Doktorant prezentujgc uzyskane wyniki z 4 manuskryptow po raz
pierwszy wykazat tak szeroko mozliwosci wilaczenia receptorow estrogenowych ERR
1 blonowego receptora estrogenowego GPER w regulacije steroidogenezy w obszarze komorek
tkanki interstycjalnej jader nornic, myszy i knuréw. Na podstawie otrzymanych wynikow
Doktorant wnioskowat, iz sygnalizacja estrogenowa z udziatem badanych receptorow wplywa
na utrzymanie prawidtowej budowy histologicznej tkanki interstycjalnej oraz ultrastruktury
komérek. Podkredlil, iz sygnalizacja przez ERR i GPER odgrywa réwniez kluczowg role
w prawidtowym przebiegu procesu steroidogenezy w komérkach Leydiga gonady niedojrzalej
1 dojrzalej oraz w tworzeniu lokalnego $rodowiska tkanki interstycjalnej z udziatem telocytow,
ktore po raz pierwszy zostaly zlokalizowane w prezentowanych badaniach w jadrach myszy.
Zrozumienie mechanizméw komorkowych, molekularnych i epigenetycznych lezacych
u podstaw dzialania receptoréw estrogenowych ERR i/lub blonowych receptorow
estrogenowych GPER w gonadzie jest niezwykle istotne dla przewidywania i zapobiegania
zaburzeniom steroidogenezy, jak i spermatogenezy.

Reasumujgc, przedstawione do recenzji opracowanie wraz z zalgczonymi
oryginalnymi opublikowanymi pracami stanowia cenny wklad do poznania
mechanizméw wlaczonych w szeroko pojetg biologie rozrodu, ze szczegélnym
uwzglednieniem andrologii.

W zalaczonych pracach oraz ocenianym opracowaniu Doktorant wykazal sie bardzo
dobrym opanowaniem szerokiego warsztatu badawczego, zrozumieniem rozpatrywanych
probleméw i znajomoscia §wiatowego pismiennictwa z zakresu tematyki prowadzonych badan.
Na szczegélne podkreslenie zastuguje moim zdaniem doskonaty wybdr tematyki, bedacy
kontynuacja szeroko pojetej problematyki badawczej macierzystego Zaktadu Endokrynologii
w zakresie biologii rozrodu, ktérego dorobek naukowy zaliczany jest do wiodacych w kraju

1 znany za granica. Na podstawie analizy ocenianej rozprawy doktorskiej mozna przypuszczad,



ze Doktorant posiada wazne w pracy badawczej cechy, takie jak pracowito$é, solidnosé

1 dociekliwogé.
WNIOSEK KONCOWY

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pana mgr Piotra Pawlickiego pt: Rola
nieklasycznych receptorow estrogenowych w tkance interstycjalnej gonady meskiej
W opinii recenzenta spelnia wszystkie wymagania — okreglone w art. 13 us.l z dnia 14 marca
2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz.U.z 2003 r. Nr 65, poz. 59, z 2005 r. nr 164, poz. 1365, z 2010 r. nr 96, poz. 620, nr 182,
poz. 1228 oraz z 2011 r. nr 84, poz.455) — stawiane pracom doktorskim. W zwigzku
z powyzszym zwracam si¢ do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauki biologiczne Uniwersytetu
Jagielloniskiego o dopuszczenie do dalszych etapow postepowania o nadanie stopnia doktora
W dziedzinie nauk Scistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne.

Réwnoczesnie majgc na uwadze wysoki poziom naukowy zaprezentowanych badan
i ich twoérczy charakter, co réwniez uznali recenzenci kwalifikujacy prace do druku
w czasopismach o $wiatowym zasiggu, pragne przedtozyé Wysokiej Radzie w pelni

uzasadniony moim zdaniem wniosek o wyrdéznienie pracy.

. dr hab. Marek Koziorowski, dr h.c.



