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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Pauliny Ciesli

pt.: ,ZABURZONA HOMEOSTAZA ANDROGENOWA A FUNKCJE |
MORFOLOGIA WATROBY — ZWIERZECY MODEL DOSWIADCZALNY OPARTY
NA MESKIM POKOLENIU POTOMNYM (F1) OD SAMCOW (F0) Z
FARMAKOLOGICZNIE WYWOLANYM DEFICYTEM DHT”

Podstawa niniejszej recenzji jest rozprawa doktorska Pani mgr Pauliny Ciesli,
wykonana w Katedrze i1 Zakladzie Histologii i Embriologii Pomorskiego Uniwersytetu
Medycznego w Szczecinie pod kierunkiem Pani dr hab. n. med. Agnieszki Kolasy.
Przewodnim tematem przedtozonej do oceny dysertacji jest migdzypokoleniowy wptyw
narazenia na finasteryd na indukcje¢ zaleznych od zaburzonej homeostazy androgenowe;j
zmian w morfologii i funkcji hepatocytow, ktore mogg prowadzi¢ do niektorych zespotow
metabolicznych tj.: hiperglikemia, insulinooporno$é¢, cukrzyca typu 2 lub stluszczenie
watroby u meskiego potomstwa.

Postepujaca chemizacja i skazenie Srodowiska naturalnego zwigkszaja narazenie na
r6ézne czynniki srodowiskowe o negatywnym wptywie na zdrowie cztowieka, w tym réwniez
na zwiazki chemiczne zaburzajace gospodarke hormonalng tzw. endocrine disrupting
chemicals (EDCs), ktore indukujgc deregulacje homeostazy hormonalnej, wykazujg
niekorzystny wplyw na prawidlowy przebieg kluczowych proceséw fizjologicznych
w organizmie, lezac tym samym u podstaw wielu fizjologicznych dysfunkcji, zespotow
1 schorzen.

Jednym z najwazniejszych gruczotéw naszego organizmu o rozleglych funkcjach
syntezujacych, metabolicznych, magazynujacych, detoksykacyjnych i immunologicznych,
ktore podlegaja ztozonym procesom kontrolnym, tacznie z regulacja przez zwiazki, ktore
interferujac z uktadem endokrynnym destabilizuja homeostazg androgenowa, jest watroba.
Coraz wigcej danych wskazuje na istotne znaczenie hormonow ptciowych w regulacji funkcji
watroby. Coraz czgsciej mowi si¢ nawet o zaleznych od plci chorobach watroby i ich
rokowaniu. U mezczyzn w warunkach fizjologicznych testosteron dziata poprzez receptory
androgenowe (AR) zwigkszajac ekspresje receptora insuliny (InR) 1 synteze glikogenu oraz
zmniejszajac wychwyt glukozy kontrolowany przez specyficzny dla watroby transporter
glukozy 2 (GLUT2). Wykazano, ze mechanizm ten moze by¢ ostabiany przez finasteryd,
popularny lek stosowany w urologii i dermatologii, hamujacy Sa-reduktaze typu 2, ktora
przeksztalca testosteron (T) w dihydrotestosteron (DHT), zmieniajac homeostaze
androgenowga organizmu. Wczesniejsze badania wykazaty rowniez, ze potomstwo szczurow
narazonych na finasteryd ma zmieniony stosunek T/DHT oraz zmiany w jadrach i najadrzach.



Na podstawie wieloletnich obserwacji wiadomo, iz w populacji meskiej
z nieprawidtowosciami w sygnalizacji receptora androgenowego (regulacja up-/down AR),
zaburzong homeostazag androgenowa (wynikajaca z deficytu/suplementacji T/DHT, badz
zahamowaniu aktywno$ci NADPH-zaleznej 5a-reduktazy typu 2) stwierdza si¢ liczne
nieprawidlowosci | zaburzenia metaboliczne w watrobie. W szczegdlnosci deregulacja
rownowagi hormonalnej (obnizenie poziomu badZz niedobor testosteronu, deficyty
5a-reduktazy) oraz zaburzona ekspresja receptora androgenowego i estrogenowego o (ERa)
wplywaja na zaburzony metabolizm watrobowy zaréwno weglowodanéw i lipidow, bedacy
przyczyna wielu fizjologicznych dysfunkcji, zespotow i chorob. Przykladowo, niskie st¢zenie
testosteronu we krwi uznano za niezalezny czynnik ryzyka rozwoju zaréwno cukrzycy tupu 2
(T2D), jak i rozwoju zespolu metabolicznego (MetS) w nastepstwie nasilonej watrobowej
glukogenezy (hiperglikemia). Obnizona ekspresja receptora androgenowego u mezczyzn
moze sprzyja¢ insulinoopornosci (IR), prowadzac dalej do rozwoju T2D. Réwniez brak
aktywnosci So-reduktazy indukuje IR. Obnizony metabolizm glukozy, IR i hiperinsulinemig,
wigzace si¢ z rozwojem Cukrzycy typu 2 oraz zespotu metabolicznego, obserwuje si¢ rowniez
u mezcezyzn z nieaktywnym ERa oraz z deficytami aromatazy. Z kolei, w kontek$cie
watrobowego metabolizmu lipidow nalezy podkresli¢, iz wytaczenie ekspresji receptora ERa
koreluje ze stluszczeniem watroby, wynikajacym z nadekspresji gendw lipogennych przy
jednoczesnej obnizonej ekspresji genéw przemiany lipidéw. RoOwniez niskie stezenie
testosteronu, deficyty aktywnosci Sa-reduktazy, obnizona ekspresja receptora AR badz
deficyty aromatazy sprzyjaja rozwojowi stluszczenia watroby oraz wzrostowi poziomu
trojglicerydow (TG). Wszystkie te zaburzenia metaboliczne w watrobie dotycza populacji
meskiej pokolenia bezposrednio otrzymujacego finasteryd. Brak natomiast danych,
traktujacych o ewentualnych skutkach ubocznych w me¢skim pokoleniu potomnym, bgdacych
konsekwencja przyjmowania przez pokolenie ojcowskie lekow wpisujacych sie w definicje
EDCs. Zgodnie z badaniami Trasler’a i Doerksen’a, nie tylko narazenie matki, ale takze ojca
na szkodliwe czynniki, w tym EDCs moze pociaga¢ za sobg patologiczne zmiany u
potomstwa.

Majac powyzsze dane na uwadze, zasadnym jest podjete przez Doktorantke
zagadnienie, dotyczace wptywu wywolanego farmakologicznie (finasterydem) deficytu DHT
u ojcowskich szczurow na funkcje i morfologie watroby meskiego pokolenia potomnego
w odniesieniu do grupy kontrolnej, co decyduje o nowatorskim charakterze badan. Z kolei
waznos¢ 1 aktualnos$¢ podjetej przez Doktorantke tematyki wynika z rosngcego narazenia na
EDCs, a co za tym idzie zaburzonej gospodarki hormonalnej, ktéra jest powaznym
problemem zdrowia publicznego. Albowiem coraz czesciej w etiologie wielu schorzen takich
jak m.in.: otylos¢, insulinooporno$é, cukrzyca, niealkoholowe stluszczenie watroby,
stanowigcych globalny problem, wpisuje si¢ wiasnie rozchwianie fizjologii gruczolow
endokrynnych. Warto réwniez nadmieni¢, iz skutki uboczne dziatania finasterydu tzw.
finaseride side effects, w gltéwniej mierze omawiane byly dotad w konteks$cie meskiej
ptodnosci oraz zaburzen psychicznych.

Poniewaz podjeta przez Doktorantke tematyka badawcza, jak réwniez wyniki
przeprowadzonych badan zostaly zawarte w cyklu opublikowanych juz prac, na ktory
sktadajg si¢ praca pogladowa: ,,Sex Hormone-Dependent Physiology and Diseases of Liver”



opublikowana w International Journal of Environmental Research and Public Health 2020; jak
réwniez praca oryginalna: ,, The Postnatal Offspring of Finasteride-Treated Male Rats Shows
Hyperglycaemia, Elevated Hepatic Glycogen Storage and Altered GLUT2, IR, and AR
Expression in the Liver” opublikowana w 1IJMS 2021; przedstawiona do recenzji rozprawa
doktorska jest w przewazajacej mierze Syntetycznym streszczeniem oraz podsumowaniem
i omoéwieniem informacji i wynikow prezentowanych w wyzej wspomnianych pracach.
Publikacje te sg zalacznikami w przedstawionej rozprawie i stanowig cykl tematycznie
spojnych prac. Laczna ich punktacja to 9,598 IF i 280 punktéw MNiSW. Dodatkowo
powyzsza dysertacja zostata wzbogacona przez Doktorantke 0 nieopublikowane dotad wyniki
badan, dotyczace wptywu indukowanego farmakologicznie (finasteryd podawany ojcowskim
samcom) deficytu DHT na poziom ekspresji receptora estrogenowego o (ERa) oraz
aktywno$¢ mitotyczng hepatocytow w  watrobach pokolenia potomnego (F1:Fin)
w odniesieniu do grupy zwierzat kontrolnych (F1:Control).

Przedstawiona do oceny Rozprawa ma typowy uklad, na ktory skladajg si¢: notka
informacyjna, wprowadzenie, glowne zatozenia i cele pracy, opis modelu badawczego
i stosowanych metod wraz z syntetycznym streszczeniem publikacji stanowigcych prace
doktorska. Dodatkowy rozdziat rozprawy stanowig nieopublikowane wyniki badan wraz z ich
interpretacja, stanowiacy uzupetnienie rozprawy doktorskiej. Catos¢ liczy 109 stron, tacznie z
wnioskami, streszczeniem w jezyku polskim i angielskim, o$wiadczeniami wspotautorow
publikacji i piSmiennictwem. Pomigdzy poszczegdlnymi cze$ciami pracy zostaty zachowane
wlasciwe proporcje.

Tematyka pracy doktorskiej jest bardzo aktualna a tytut sformutowany zostat jasno
I precyzyjnie; odpowiada w pelni tematyce przedstawionych badan.

Wstep napisany jest zwig¢zle i rzeczowo, wprowadzajac czytelnika w ztozonos¢
analizowanego zagadnienia oraz przedstawiajac zasadno$¢ wybranej tematyki. Doktorantka
opisuje w nim zlozono$¢ procesdOw 1 mechanizméw lezacych u podstaw hormonozaleznego
metabolizmu lipidow 1 glukozy w watrobie, ktore ulegaja zaburzeniu w nastepstwie
rozchwianej fizjologii uktadu endokrynnego, indukowanej m.in. EDCs. Doktorantka opisuje
réwniez rolg szlaku androgenowego, sygnalizacji estrogenowej w fizjologii komorek watroby,
w procesach zwiazanych z regeneracja, degeneracja oraz karcynogeneza hepatocytow.
W rozdziale tym Doktorantka wykazata si¢ bardzo dobra wiedza i orientacjg w analizowanym
zagadnieniu.

Przestanki do podjgcia badan, jak rowniez gldwne zatozenia i cele pracy zostaty jasno
I precyzyjnie sformutowane. Poszczegdlne zadania badawcze podjete przez Doktorantke
w celu wykazania mig¢dzypokoleniowego, negatywnego wptywu finasterydu na funkcje
watroby obejmowaly w szczegolnosci:
1. analize kluczowych markeréw metabolizmu weglowodanowo-lipidowego:

v akumulacje glikogenu w hepatocytach,

v’ ekspresje na poziomie mRNA karboksylazy pirogronianowej (PC),
glukokinazy (GK), karboksylazy o acetylo-COA (ACACA), syntazy
kwasow tluszczowych (FANS), receptora gamma aktywowanego przez
proliferator peroksysomow (PPARG) w watrobie,



v’ ekspresje na poziomie mRNA receptora insulinowego (InR) oraz
transportera glukozy 2 (GLUT2) w watrobie,
v poziom glukozy, insuliny i TG we krwi,
2. analize wrazliwo$ci hepatocytow na hormony plciowe:
v’ ekspresje receptora androgenowego (AR) na poziomie mRNA i biatka,
v’ ekspresje receprota estrogenowego o (ERa) na poziomie biatka
3. analiz¢ zdolnosci proliferacyjne komorek watroby
v immunoekspresja jadrowego antygenu komorek proliferujgcych (PCNA).

Rozdziat ,,Model badawczy” =zawiera doktadny opis zastosowanego modelu
badawczego i wykorzystanego do badan materiatlu. Materiat do analizy stanowily watroby
I surowica krwi, zebrane od potomnych samcéw (F1:Fin) urodzonych z samic, krytych przez
samce otrzymujace finasteryd (FO:Fin) przez okres ok. 6 miesiecy w dawce Smg/dzien. Grupe
kontrolng stanowily watroby pochodzace od potomnych samcow (F1l:Control), ktérych
ojcowskie samce nie byly poddane dziataniu finasterydu (FO:Control). Meskie pokolenie
potomne poddane analizie stanowily szczury w réznym postnatalnym wieku rozwojowym
(szczury 7-, 14-, 21-, 28- i 90-dniowe). Lacznie w badaniu poddano analizie watroby
pochodzace od n=50 osobnikéw (po n=5 dla odpowiednio grupy badanej i kontrolnej
w poszczego6lnych punktach czasowych). Na badania uzyskano pozwolenie Lokalnej Komisji
Bioetycznej w Szczecinie. Liczba zwierzat objetych badaniami jest prawidlowa
1 wystarczajaca do wlasciwego wnioskowania statystycznego.

Nastepnie w rozdziale ,,Metody Badan” Doktorantka opisuje zastosowang metodyke:
barwienia histologiczne i histochemiczne, reakcje immunohistochemiczne oraz technikeg
gRT-PCR celem analizy ekspresji badanych genéw na poziomie mRNA. Metody badawcze
zastosowane przez Doktorantke s3 wlasciwe 1 nowoczesne. Do oceny statystycznej
otrzymanych wynikow Doktorantka zastosowala wlasciwe testy statystyczne {j.:
test U Manna-Whitney’a i test Kruskal’a-Wallis’a z testem wielokrotno$ci poréwnan Dunn’a
post hoc (p<0.05) do oceny istotnosci réznic pomigdzy analizowanymi grupami, poprzedzony
testem normalnosci Shapiro-Wilka. W celu okreslenia sity korelacji pomigdzy badanymi
poziomami T i DHT w surowicy z poziomami mRNA dla GLUT2, InR i AR uzyto
wspotezynnik korelacji rang Spearman’a. Ten sam test zastosowano w celu ustalenia korelacji
zawartosci glikogenu w hepatocytach z immunoekspresja GLUT2, stezenia glukozy
w surowicy z wiekiem zwierzat oraz poziomem MRNA dla GLUT2, jak réwniez
immunoekspresji ERa z jadrowym antygenem komorek proliferujacych (PCNA). W rozdziale
tym zabraklo mi jednak informacji na temat metodyki pomiaru stezenia glukozy,
trojglicerydow, insuliny w surowicy oraz metody pomiaru poziomu androgenow (T, DHT).

Rozdziat ,,Syntetyczne streszczenia publikacji stanowigcych rozprawe doktorska” jest
przedstawiony w formie dwoch podrozdziatow (6.1. oraz 6.2.), odpowiadajacych dwom
publikacjom Doktorantki. Bardzo szczegotowy przeglad obszernej i warto$ciowej literatury
przedmiotu, wnikliwa i bardzo doktadna ocena roli hormonoéw piciowych w metabolizmie
weglowodandéw 1 lipidow w watrobie zarowno w warunkach fizjologicznych, jak i
patologicznych (w szczegodlnos$ci zalezny od zaburzen rownowagi hormonalnej oraz
deregulacji ekspresji receptorow hormonéw piciowych, dysfunkcyjny metabolizm glukozy
i lipidoéw, jako przyczyna wielu zespoldw czy chordb watroby w aspekcie zaleznos$ci od pfci,



z uwzglednieniem czynnikow  $Srodowiskowych), a takze krytyczna dyskusja
dotychczasowych  danych literaturowych  poprowadzona w pracy pogladowej
pt.: ,,Sex Hormone-Dependent Physiology and Diseases of Liver” dowodzi bardzo dobrej
znajomosci podjetej przez Doktorantke tematyki badawczej, jak rowniez znajomosci
aktualnego stanu wiedzy, dotyczacego analizowanego przez Doktorantke zagadnienia,
dowodzac tym samym niezwyklej dojrzatosci naukowej Doktorantki.

Podrozdziat 6.2 stanowi za$ podsumowanie wynikow przedstawionych w pracy
wynikowej pt.. “The Postnatal Offspring of Finasteride-Treated Male Rats Shows
Hyperglycaemia, Elevated Hepatic Glycogen Storage and Altered GLUT2, IR, and AR
Expression in the Liver” i dowodzi, iz stosowanie finasterydu przez pokolenie ojcowskie
(doroste szczury ptci meskiej w wieku reprodukcyjnym) powoduje u mgskiego pokolenia
potomnego spadek ekspresji mMRNA i poziomu biatka dla transportera GLUTZ2, receptorow
insulinowego (InR) i androgenowego (AR) w hepatocytach, ktore koreluja z poziomami
krazacych we krwi androgenéw (T i DHT) (statystycznie znamienna, negatywna korelacja
pomiedzy poziomem T oraz DHT a ekspresja AR), prowadzac tym samym do niekorzystnych
zmian w watrobowym metabolizmie weglowodanow i lipidow, skutkujac wzrostem kumulacji
glikogenu w hepatocytach w nastepstwie hiperglikemii, insulinooporno$ci, tgcznie
z niektorymi objawami zespotu metabolicznego czy stluszczeniem watroby.

Ponadto, w dalszej czeSci niniejszej dysertacji (rozdziat 8) Doktorantka prezentuje
nieopublikowane wyniki badan stanowigce jej dopetnienie, ktoére dowiodly wptyw finasterydu
na zmiany wrazliwo$ci hepatocytow na estrogeny (wykazana nadekspresja ERa) wraz
z obnizeniem aktywnos$ci mitogennej hepatocytow (wykazany spadek ekspresji PCNA)
w watrobach pokolenia potomnego (F1:Fin), uzyskanego od samic, krytych szczurami
(FO:Fin) z indukowanym finasterydem deficytem DHT w odniesieniu do zwierzat
kontrolnych (F1:Control).

Zaprezentowane przez Doktorantke rezultaty badan oraz wynikajace z nich wnioski
zostaty poprawnie sformutowane i stanowig przejrzysta odpowiedz na zatozone cele.

Przedstawiona do oceny praca doktorska dowodzi bardzo dobrej znajomosci
analizowanego tematu, warsztatu badawczego, olbrzymiego wkladu pracy i umiejetnosci
interpretacyjnych niezbgdnych do uzyskania zatozonych celéw. Na uwage zastuguje fakt,
iz wyniki badan Doktorantki zostaly opublikowane w renomowanych, specjalistycznych
czasopismach naukowych o zasiggu mig¢dzynarodowym 1 wysokim wspdtczynniku
oddziatywania. Wysokie wskazniki bibliometryczne dowodza wysokiej wartosci
merytorycznej prac, jak rowniez aktualnosci podjetej przez Doktorantke tematyki badawcze;.
We wszystkich pracach stanowigcych podstawe dysertacji, Pani mgr Paulina Cie$la ma
wiodacy wkiad w ich powstanie (jest pierwszym autorem).

Reasumujac, cato$¢ rozprawy Pani mgr Pauliny Ciesli oceniam bardzo dobrze.
Przedstawiona do oceny dysertacja wnosi nowe, cenne dane, z ktorych mozemy wnioskowac,
iz finasteryd ma mig¢dzypokoleniowe i prawdopodobnie epigenetyczne skutki uboczne,
o negatywnym wplywie dla funkcjonowania watroby meskiego potomstwa, ktére moga
indukowac¢ niektore zespoty metaboliczne tj.: hiperglikemia, insulinoopornos¢, cukrzyca typu



2, badz stluszczenie watroby u m¢zczyzn. Otrzymane wyniki badan stanowig o oryginalnosci
i nowatorskim charakterze dysertacji. Sugeruja réwniez, iz finasteryd powinien staé si¢
przedmiotem badan farmakoepigenomiki. Dane te wydaja si¢ mie¢ bardzo duze znaczenie
w aspekcie zdrowia publicznego, albowiem coraz cze$ciej w etiologie wielu chordb
cywilizacyjnych (globalny wzrost otytoSci, insulinoopornos$¢, cukrzyca czy tez niealkoholowe
sttuszczenie watroby) wpisuje si¢ wlaénie rozchwianie gospodarki hormonalnej.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska spelnia wymagania okreslone
w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. ,,O stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki” (Dz. U. z 2017 r, poz. 1789 z pdzniejszymi
zmianami). W zwigzku z powyzszym wnosze¢ do Wysokiej Rady Naukowej Dyscypliny
Nauki Medyczne Wydzialu Medycyny i Stomatologii Pomorskiego Uniwersytetu
Medycznego (PUM) w Szczecinie o dopuszczenie Pani mgr Pauliny Ciesli do dalszych
etapow przewodu doktorskiego, wnioskujac jednoczesnie o wyréznienie pracy.

Z powazaniem,
Dr hab. n. med. Magdalena Gassowska-Dobrowolska
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