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Prostata petni wazng role w ukfadzie ptciowym meskim zaréwno u cztowieka jak i u
ssakow. Jest ona pod $cistg kontrolg androgendw, ktére sg odpowiedzialne za réznicowanie i
prawidtowa funkcje tego gruczotu oraz jego homeostaze. Wydzielina gruczotu krokowego,
produkowana przez komérki wydzielnicze, wchodzi w sktad ptynu nasiennego i stanowi okoto
20 - 30% ejakulatu. Wydzielina ta zawiera miedzy innymi kwas cytrynowy, fruktoze,
fosfataze kwasna, cynk oraz enzymy: amylaze i fibrynolizyne. Warunkuje ona zywotnosé
plemnikéw oraz rozrzedza ptyn nasienny. Prawidtowy skfad tej wydzieliny zalezy od

prawidtowej budowy i funkcji komérek nabtonka prostaty.

Doktorantka, jako model swoich badan, wybrata prostate knura, ze wzgledu na duze
podobienstwo fizjologii swini do fizjologii cztowieka, jak réwniez ludzkie, nowotworowe linie
komorek prostaty.

Cel pracy, ktéry postawita sobie Doktorantka, byt bardzo ambitny. Postanowita
zbadac¢, czy antyandrogen flutamid zaburza funkcjonowanie receptora androgenowego i
biatek potaczen przylegania B- kateniny i E-kadheryny w komérkach prostaty knura poprzez
wptyw na zmiane ekspresji, lokalizacji i poziomu fosforylacji kinaz biatkowych,
uczestniczacych w nieklasycznej drodze kontrolowanej przez androgeny takich jak: cSrc, Raf-
1, ERK1/2 i kinazy Akt. Cel gtéwny pracy zostat zrealizowany poprzez 5 celéw szczegétowych
przedstawionych w rozprawie. Pani mgr Ewelina Gérowska - Wojtowicz poszerzyla jeszcze
dodatkowo swoje badania, prowadzac je zaréwno w warunkach in vivo, w komdrkach
prostaty knura po ekspozycji na flutamid jak i in vitro w ludzkich, nowotworowych
komorkach prostaty traktowanych antyandrogenem 2-hydroksyflutamidem HF. To wtasnie
te dwa antyandrogeny s obecnie czesto sosowane jako modele badawcze zaréwno w
naukach podstawowych jak i badaniach klinicznych. W naukach podstawowych flutamid,
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moze by¢ wykorzystany w réznych modelach doswiadczalnych w celu sprawdzenia co sie
stanie, jezeli organizm ma ograniczony dostep do androgendw. Ze wzgledu na to, ze flutamid
selektywnie blokuje AR, obecne w ustroju androgeny nie maja mozliwosci wywotania
efektéw biologicznych poprzez AR oraz klasyczng droge ich dziatania. Dlatego uwazam, ze
recenzowana rozprawa dotyczy tematu bardzo waznego, aktualnego i budzgcego obecnie

duze zainteresowanie srodowisk naukowcéw i lekarzy praktykéw.

Praca doktorska obejmuje 103 strony, 8 tabel, 13 rycin, 20 figur i 6 tablic. Rozprawa
podzielona jest 8 rozdziatéw, typowych dla prac doktorskich: Wstep, Uzasadnienie i cele
pracy, Material i metody, Wyniki, Dyskusja, Whnioski, Streszczenie w jezyku polskim,
Streszczenie w jezyku angielskim i Literatura. Dodatkowo Doktorantka bardzo doktadnie i
przejrzyscie przygotowata wykaz stosowanych skrotéw w jezyku angielskim i polskim i
zamiescita go na poczatku rozprawy. Cytowane piSmiennictwo obejmuje 222 pozycje
literaturowe, prawie wszystkie sg anglojezyczne. Tylko 1 zatgczona praca (nr 82) jest
napisana w jezyku polskim. Swiadczy to o dobrej znajomosci jezyka angielskiego przez
Autorke i umiejetnosci wyboru odpowiednich publikacji do swojej pracy doktorskiej.
Pismiennictwo jest dobrze dobrane i wiekszos¢ pozycji pochodzi z ostatnich pietnastu lat.

We Wstepie pracy, na 16 stronach, Doktorantka w sposéb przystepny i przemyslany,
postugujac sie informacjami zaczerpnietymi z najnowszych doniesien naukowych,
przedstawita najwazniejsze zagadnienia, niezbedne do zrozumienia wynikéw badart swojej
pracy oraz ich interpretacji. Wstep pracy podzielita na 5 podrozdziatow, w ktérych opisata:
prostate jako narzad androgeno - zalezny, receptor androgenowy, z klasyczng i nieklasyczng
droge dziatania androgenéw, nowotworowe linie komérek prostaty, potaczenia przylegania i
flutamid. Na wysoka ocene zastuguje zamieszczenie we wstepie 12, dobrze dobranych,
kolorowych rycin, dzieki ktorym odbidér wstepu pracy byt bardzo jasny i komunikatywny.
Szczegblnie w prosty i merytoryczny sposéb zostaty przedstawione na rycinach 6 - 8,
klasyczne i nieklasyczne drogi dziatania androgendw. Klasyczna droga dziatania testosteronu,
poprzez cytoplazmatyczny, klasyczny receptor androgenowy przedstawiona zostata na ryc. 6.
Natomiast na rycinach 7 i 8 zostaty bardzo jasno przedstawione nieklasyczne $ciezki dziatania
testosteronu: poprzez receptor bftonowy zwigzany z biatkiem G i za posrednictwem
cytoplazmatycznego AR poprzez aktywacje Sciezki MAPK (kinaz biatkowych aktywowanych

mitogenami). Rowniez duzo uwagi Autorka poswiecita ,,nowotworowym liniom komorek



prostaty” jako modelowi badawczemu pozwalajgcemu na poznanie molekularnych proceséw
zachodzacych w komérkach prostaty poprzez nieklasyczne drogi dziatania androgendw.
Doktorantka takie w sposob zwiezly opisata potaczenia przylegania, a na ryc.10 przedstawita
bardzo prosty i czytelny schemat budowy tych potaczenn tworzonych przez kadheryny i
kateniny. W ostatnim rozdziale wstepu Autorka opisata antyandrogen flutamid i jego
metabolit 2-hydroksyflutamid, a bardzo prosty i czytelny schemat dziatania flutamidu
przedstawifa na ryc.12.

Podsumowujac moge stwierdzi¢, ze informacje przedstawione we wstepie $wiadczg o
oczytaniu i duzej wiedzy Doktorantki. Swiadczg réwniez o dobrej znajomosci i umiejetnosci
wykorzystania aktualnej literatury anglojezycznej i umozliwiajg zrozumienie istoty tematyki

pracy.

Rozprawa doktorska Pani mgr Eweliny Gérowskiej - Wojtowicz, dotyczaca roli
androgendw w regulacji czynnosci prostaty knura, jest pracg oparta na odpowiednim, bardzo
precyzyjnie zaplanowanym modelu doswiadczalnym, co jest duzg zastugg Pani Promotor,
Profesor Barbary Bilinskiej, ktéra w swoim Zaktadzie Endokrynologii od wielu lat zajmuje sie
badaniem roli androgenéw w regulacji czynnosci gonady meskiej i najadrza.

Materiat do badann w systemie in vivo, stanowity prostaty pobrane od dojrzatych
ptciowo knuréw. Zwierzeta podzielono na 2 grupy badane. W grupie 1 (PD2), knurom
podawano flutamid w okresie neonatalnym, od 2 - 10 dnia po urodzeniu, a w grupie 2 (PD90)
w okresie prepubertalnym, od 90-98 dnia po urodzeniu. Flutamid podawano knurom
podskérnie, w dawce 50mg/kg masy ciata. Autorka do przedstawionego opisu zatgczyta
bardzo czytelny schemat przebiegu doswiadczenia na knurach eksponowanych na dziatanie
flutamidu. (Ryc. 1). Prostaty knuréw Doktorantka otrzymata z Zaktadu Fizjologii i Rozrodu
Uniwersytetu Rzeszowskiego dzieki prowadzonej wspodtpracy pomiedzy Zaktadami.
Otrzymane prostaty podzielono na fragmenty. Cze$¢ wykorzystano do wykonania badan
histologicznych i immunohistochemicznych. Doktorantka wykonata klasyczne barwienie
hematoksyling i eozyng w celu histologicznej oceny prostaty. Wykonata rowniez reakcje
immunohistochemiczne do oceny immunoekspresji i lokalizacji receptora androgenowego
AR oraz biatek potaczen przylegania E-kadheryny i B-kateniny. Pozostate fragmenty prostat
knurow zamrazano w ciektym azocie i izolowano z nich RNA w celu wykonania analiz RT-PCR

W czasie rzeczywistym oraz sporzadzano homogenaty do analiz Western blot.



W systemie in vitro materiat do badan stanowity ludzkie linie komorek prostaty
LNCaP - wrazliwe na androgeny, posiadajgce AR oraz ludzkie linie komoérek prostaty PC3 —
niewrailiwe na androgeny, nie posiadajgce AR. Komérki obu badanych linii byty inkubowane
z hydroksyflutamidem. W celu lokalizacji AR w hodowanych komdérkach prostaty linii LNCaP
oraz lokalizacji badanych kinaz biatkowych w hodowli komérek prostaty obu linii LNCaP i PC3
wykonano analize immunocytochemiczng. Przeprowadzono réwniez analize Western blot do
analiz poziomu fosforylacji badanych biatek. Ludzkie linie komdrkowe prostaty otrzymano
dzieki wspétpracy Zaktadu Endokrynologii z Katedrg Biochemii Lekarskiej Collegium Medicum
Uniwersytetu Jagielloriskiego.

Zgodnie z celami badan Doktorantka trafnie dobrata metody badawcze z zakresu
morfologii, biologii molekularnej i biochemii, ktére opisata w sposéb bardzo staranny i
wyczerpujacy. Procedury, przeciwciata pierwszorzedowe i ich rozcieficzenia oraz wykaz sond
stosowanych w qRT-PCR opisata w 7 tabelach (tabele 1-7). Tak szczegétowo opisane metody
i protokoty daja gwarancje na powtdrzenie przeprowadzonych badan. Nie mam zastrzezen
merytorycznych do przedstawionych tabel i protokotéw. Analiza statystyczna uzyskanych
danych zostata przeprowadzona w oparciu o prawidtowo dobrane testy. W badaniach in vivo
i in vitro, w celu sprawdzenia jednorodnosci wariancji, stosowano test Levene’a natomiast
do sprawdzenia normalnosci rozktadu zastosowano test Shapiro-Wilka. Dodatkowo w
badaniach in vivo wptyw flutamidu na ekspresje biatek potaczen przylegania na poziomie
transkryptu i biatka analizowano prametrycznym testem post — hoc Tukey’a Natomiast w
badaniach in vitro uzyskane wyniki kolejno podawano analizie nieparametrycznym testem
Kruskala-Walisa. Na przeprowadzenie badan Doktorantka uzyskata zgode Lokalnej Komisji
Etycznej Uniwersytetu Jagielloriskiego w Krakowie (numer zgody 34/2008r.).

Wyniki swoich badan Autorka opisata w sposdb przejrzysty i wyczerpujacy.
Przedstawita je w formie tekstowej oraz w formie starannie przygotowanych 6 tablic (tablice
1-6), 20 figur i 1 tabeli (Tabela nr 8). Tablice ilustrujg wyniki reakcji histologicznych,
immunohistochemicznych i immunocytochemicznych. Na szczegélne uznanie zastuguje
bardzo dobra jakos¢ zdjeé, zaréwno histologicznych (HE), (Tablica 1) jak i immunohisto-
chemicznych przedstawiajacych lokalizacje AR (Tablica 2) i lokalizacje E-kadheryny i -
kateniny (Tablica 3). Bardzo dobrej jakosci sa réwniez zdjecia z badan in vitro,

przedstawiajgce immunocytochemiczng lokalizacje AR w kontroinych i inkubowanych z HF



komdrkach prostaty linii LNCaP (Tablica 4) jak i lokalizacje badanych kinaz w komérkach linii
LNCaP (Tablica 5) i linii PC3 (Tablica 6). Doktorantka wyniki swoich badar dotyczacych analizy
Western blot — eksperymenty in vivo i in vitro oraz analizy real-time RT-PCR przestawita
réwniez bardzo czytelnie i prawidtowo na 20 figurach (Figury 1-20) wraz z dobrymi opisami.

W przeprowadzonych badaniach in vivo, w wyniku ekspozycji na flutamid, w
preparatach histologicznych w grupie PD2 Autorka wykazata obecno$¢ ognisk zapalnych w
zrebie prostaty i zmniejszenie sie przedziatu luminalnego, a w grupie PD90 obecnos¢ zmian
dysplastycznych i hiperplastycznych w komdrkach wydzielniczych nabtonka. W badaniach
immunohistochemicznych stwierdzita, ze flutamid zaburza lokalizacje AR i - kateniny w
komdrkach prostaty knura. Natomiast na podstawie analizy qRT-PCR i Western blot
Doktorantka wykazata podwyzszong ekspresje - kateniny na poziomie biatka oraz obnizong
ekspresje genow kodujacych AR i E-kadheryne zaréwno na poziomie mRNA jak i biatka.

W przeprowadzonych badaniach in vitro, analiza Western blot i ocena
densytometryczna wykazaty, ze w komdrkach prostaty linii LNCaP, po inkubacji z HF,
stwierdzono spadek fosforylacji AR oraz wzrost fosforylacji E - kadheryny. Natomiast w
komérkach linii PC3, po inkubacji z HF, wykazano spadek poziomu fosforylacji N - kadheryny i
- kateniny. Otrzymane wyniki moga $wiadczy¢ o zaburzeniu funkcjonowania biatek potgczen
przylegania.

Doktorantka w podsumowaniu swoich badan stwierdzita, ze zaréwno zablokowanie
przez flutamid klasycznej drogi dziatania androgendw przez AR jak i zaburzenie przez HF
sygnalizacji z udziatem kinaz biatkowych moze by¢ przyczyng zmian funkcjonowania potaczen
przylegania w prostacie.

Pozytywnie oceniam prezentowane w pracy wyniki. Zostaty one przedstawione w
logiczny sposéb oraz udokumentowane zdjeciami bardzo dobrej jakosci. Sposéb prezentacji
wynikéw $Swiadczy o dobrym opanowaniu przez Doktorantke warsztatu metodycznego
niezbednego do przedstawienia swoich wynikéw badan. Jako recenzent chciatabym réwniez
podkresli¢ ogromny wkiad pracy Doktorantki w celu uzyskania tak rozbudowanych wynikéw
badan.

W rozdziale Dyskusja, liczagcym 19 stron, Doktorantka bardzo ciekawie podjeta probe
interpretacji uzyskanych wynikéw, umiejetnie poréwnujac je z wynikami uzyskanymi przez

innych autoréw, w réznych warunkach doswiadczalnych. Rozdziat ten napisata czytelnie i
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merytorycznie i podzielita go na 8. podrozdziatbw. W sposéb rzeczowy omowita i
przedyskutowata wyniki swoich badan. W trzech pierwszych podrozdziatach
przedyskutowata wyniki swoich badan in vivo: wptyw flutamidu na morfologie prostaty
szczura, na ekspresje i lokalizacje AR w prostacie szczura oraz na ekspresje i lokalizacje E —
kadheryny i - kateniny w prostacie szczura. W kolejnych pieciu podrozdziatach Autorka
przedyskutowata wyniki swoich badan in vitro: wptyw HF na lokalizacje AR w komorkach
prostaty iinii LNCaP, na lokalizacje kinaz biatkowych w komérkach protaty linii LNCaP i PC3,
na zmiany poziomu fosforylacji AR w komérkach prostaty linii LNCaP, na zmiany poziomu
fosforylacji E-kadheryny, N-kadheryny i B- kateniny w komaérkach prostaty linii LNCaP i PC3.
W ostatnim, 8 podrozdziale dyskusji, ktéry jeszcze dodatkowo podzielita na dalsze 4
podrozdzialy, przedyskutowata wptyw HF na zmiany poziomu fosforylacji badanych kinaz

biatkowych w komdrkach prostaty linii LNCaP i PC3.
Na podstawie uzyskanych wynikéw Doktorantka sformutowata cztery merytoryczne

whnioski, ktére w petni odpowiadajg na postawione cele badan:

Do pracy nie wnosze zastrzezen merytorycznych. Po przeczytaniu rozprawy, z
obowigzku Recenzenta, chciatabym przedstawic¢ swoje uwagi: 1. Doktorantka w swojej pracy
nie zamiescita osobno spisu tabel, rycin figur i tablic, co utatwitoby czytanie pracy i pisanie
recenzji; 2. W niektorych cytowanych pracach sg drobne niescistosci, szczegélnie w réznym
sposobie cytowania stron publikacji np. publikacje 1, 2, 6, 12, w poréwnaniu do dobrze
cytowanych stron w publikacjach np. 7. 11, 13, 14. Przedstawione w recenzji uwagi dotycza

szczego6tow i nie majg wptywu na bardzo dobra ocene pracy.

W podsumowaniu stwierdzam, ze praca doktorska mgr Eweliny Goérowskiej -
Wéjtowicz dotyczy wazinych zagadnien zwigzanych z poszerzeniem wiedzy na temat roli
androgenéw w regulacji czynnosci prostaty knura w badaniach in vivo jak i in vitro.
Zastosowanie roznorodnych technik badawczych i umiejetnosc interpretacji uzyskanych
wynikéw dowodzi o dojrzatosci naukowej Autorki pracy. Przedstawiona do oceny praca
doktorska mgr Eweliny Gérowskiej - Woéjtowicz, ktérag oceniam bardzo dobrze, napisana jest
poprawnym jezykiem polskim i wskazuje na duig wiedze Doktorantki w zakresie
przeprowadzonych badan. W petni spetnia warunki stawiane na stopient naukowy doktora w
obszarze nauk przyrodniczych, w dziedzinie nauk biologicznych i dyscyplinie biologii.

Rozprawa spetnia rowniez warunki okreslone w artykule 13 Ustawy z dnia 14.03.2003 r. o



stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z
2003r., nr 65, poz.595, Dz.U. z 2005r., nr 164, poz. 1365, Dz. U. z 20011 r. nr 84, poz. 455 z
pozn. zmianami).

Dlatego zwracam sie do Wysokiej Rady Wydziatu Biologii i Nauk o Ziemi
Uniwersytetu Jagielloriskiego w Krakowie o dopuszczenie mgr Eweliny Gorowskiej -
Wojtowicz do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Whioskuje réwniez o wyrdznienie rozprawy doktorskiej, ze wzgledu na jej wysoki
poziom, oryginalnos¢ uzyskanych wynikéw oraz dlatego, ze cze$¢ wynikdow zostata juz
opublikowana w 2 czasopismach naukowym indeksowanych w bazie Web of Science, w
ktorych Doktorantka jest pierwszym autorem: Andrology 2014,2:186-197 i Toxicol in Vitro
2017,40:324-335.
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