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W ostatnich latach, zaréwno w badaniach in vitro, jak | w badaniach in vivo wykazano, e
androgeny moga petni¢ znaczaca role w regulacji odpowiedzi immunologicznej, w przebiegu
zapalenia o podfozu autoimmunologicznym w osrodkowym uktadzie nerwowym (OUN) oraz majg
wplyw na stan zapalny, demielinizacje i neurodegeneracje. Ponadto udowodniono, ze androgeny
dziatajg protekcyjnie na neurony i komdrki gleju oraz wplywajg na zdolnos¢ remielinizacji w roznych

modelach uszkodzenia OUN.

Stwardnienie rozsiane (SR) jest chorobg zapalno-degeneracyjng OUN, w ktdrej
zachorowalnosc jest zwigzana z picig, poniewaz choroba 2-3 krotnie czesciej wystepuje u kobiet. Ta
réznica najwyrazniej jest widoczna w przedziale wieku miedzy 20 a 36 rokiem zycia, co sugeruje
udziat hormondw pfciowych w patogenezie choroby.  Aktualnie mimo systematycznego
wprowadzania nowych lekéw, SR jest nadal choroba nieuleczalng, ktéra w réznym tempie, ale
nieuchronnie prowadzi do kalectwa. Ponadto, zaden z aktualnie stosowanych lekéw nie ma
potencjatu remielinizacyjnego. Dlatego stale prowadzone s badania doswiadczalne oceniajgce
rozne mechanizmy przeciwdziatajgce neurozapaleniu i neurodegeneracji oraz stymulujace
neuroregeneracje. Poznanie mechanizméw i wzajemnych zaleznosci miedzy reakcjami tkanek QUN,
a funkcjonowaniem ukfadu odpornosciowego i wptywem hormondw, jest gtéwna droga do
wyznaczania nowych kierunkow terapii. Jednym z takich potencjalnych kierunkéw jest stosowanie
réznej kombinacji hormonow ptciowych, a szczegdlnie androgendw. Pilotazowe badania kliniczne
wykazaly dobra tolerancje leczenia zaréwno testosteronem, jak iselektywnymi modulatorami
receptora androgenowego oraz ich wptyw na poprawe funkcji poznawczych, mniejsze zmeczenie

oraz spowolnienie procesu atrofii mozgu. Rozprawa doktorska mgr Matgorzaty Turniak-Kusy
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zatytutowana ,Wplyw testosteronu na odpowied? astrocytéw w modelach demielinizacji
osrodkowego ukfadu nerwowego” jest przyktadem kontynuacji i rozszerzania takich badan, w

szczegdlnodci oceniajacych mechanizmy dziatania testosteronu na astrocyty.

Pod wzgledem formalnym praca sktada sie z 123 stron podzielonych na rozdziaty: Wstep,
ktéry zawiera podstawowe informacje o SR oraz o roli androgendw, astrocytow i wybranych cytokin
w chorobach demielinizacyjnych. Ponadto Doktorantka opisuje w nim zwierzece modele chorob
demielinizacyjnych o podiozu zapalnym. Nastepnie przedstawia: Cele pracy, Zatoienia
metodologiczne badan, Prezentacje  wynikdw badarn — analiza i interpretacja, Dyskusja,
Podsumowanie i Whnioski, Streszczenie, Bibliografie oraz Spis Rycin i Tabel. Proporcje migdzy
poszczegblnym rozdziatami pracy sg wiasciwe. Piémiennictwo jest bardzo obszerne, zawiera 310
pozycji utozonych zgodnie z kolejnoscig cytowania i uwzglednia najnowsze dane z literatury polskiej
i anglojezycznej. Teoretyczne podstawy pracy opisano bardzo dokfadnie. Doktorantka opisuje
najnowsze dane dotyczgce roli androgendéw w chorobach demielinizacyjnych, a nastepnie
szczegdfowo przedstawia role astrocytéw w funkcjonowaniu OUN. To bardzo waziny podrozdziat
poniewa? astrocyty petnia kluczowa role w utrzymaniu homeostazy w OUN, a ich wielokierunkowa
i skomplikowana odpowiedz na szkodliwe czynniki nie jest do korica poznana. Obecnie, astrocyty 53

aktywnie badanym celem potencjalnych terapii neuroprotekcyjnych i neuroregeneracyjnych.

Celem rozprawy doktorskiej byta ocena w warunkach in vitro wptywu testosteronu na
wydzielanie wybranych cytokin i chemokin przez astrocyty z okredleniem udziatu receptora
androgenowego. Ponadto w przebiegu eksperymentalnego autoimmunologicznego zapalenia
mozgu i rdzenia kregowego ( EAE ang. experimental autoimmune encephalomyelitis) u myszy
C57Bl6 analizowano wptyw endogennego testosteronu na obraz kliniczny oraz wptyw egzogennego
testosteronu na przebieg kliniczny EAE oraz na astroglioze i ubytek mieliny.

Dla realizacji celu pracy Doktorantka wykonata szereg badan eksperymentalnych. Pierwsze
cele pracy realizowata w oparciu o linie komérkowa astrocytéw DI TNC1 pochodzacg z pierwotnej
hodowli astrocytéw typu 1, ktére nastepnie byly hodowane w odpowiednim medium,
transferowane na ptytki i inkubowane z LPC, testosteronem i flutamidem w réznych kombinacjach.
Po zakorczeniu eksperymentu Doktorantka oceniata zywotnos¢ komorek za pomoca mikroskopu
fluorescencyjnego, badata poziom ekspresji wybranych gendéw za pomocg ilosciowej analizy real-
time RT-PCR, a stezenie TNFa, CXCL1, IL-6 oraz IL8 w supernatancie znad hodowli testem ELISA.
Drugim rodzajem badari eksperymentalnych byly badania samcéw myszy szczepu C57/BI6,

u ktédrych w trakcie eksperymentu wykonano orchidektomie, nastepnie za pomocg antygenu



mielinowego MOG 35-55 indukowano EAE i wprowadzono implant podskérny w celu podania
testosteronu. Myszy badano najpierw przyzyciowo — oceniano nasilenie objawéw neurologicznych,
zdolnosci motoryczne za pomocg urzadzenia Rotarod. Nastepnie po usmierceniu w 16 tygodniu,
preparaty tkanek OUN barwiono immunohistochemicznie i obserwowano za pomocg mikroskopu
konfokalnego. Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej. Stosowane metody badawcze s3
opisane bardzo szczegotowo i tak ustalona metodyka wskazuje, ze Doktorantka posiada duia
wiedze dotyczaca metod uzywanych w eksperymentach badawczych przeprowadzanych zaréwno In
vitro jak i w modelu zwierzecym EAE. Doktorantka potrafi prawidtowo dobraé narzedzia badawcze

umozliwiajace ocene wynikow eksperymentu.

Uzyskane wyniki s3 przedstawione przez Doktorantke w sposdb wyczerpujacy
z uwzglednieniem wynikow analizy statystycznej. Zwraca uwage staranne przedstawienie wszystkich
otrzymanych wynikow liczbowych i ich oméwienie. Doktorantka wykazata, ze testosteron redukuje
indukowany przez bodziec prozapalny wzrost wydzielania CXCL1, a obserwowany efekt jest zaleiny
od dawki i osiggany za posrednictwem receptora androgenowego. Zaobserwowata réwniez, ze
testosteron nasila wydzielanie IL-6 przez astrocyty w sposob zalezny od dawki. Ponadto wykazata, ze
endogenny testosteron dziata protekcyjnie w modelu przewlekiego eksperymentalnego EAE, a
zastosowany egzogennie w formie terapii tagodzi przebieg schorzenia — zmniejsza nasilenie
objawdw, wigze sie z poprawg funkcjonalng, zmniejsza utrate mieliny i tagodzi astroglioze. Wykazata
rowniez podobieristwo dziatania testosteronu i antagonisty receptora androgenowego — flutamidu,
co otwiera mozliwosc eksploracji nowych opcji terapeutycznych z uzyciem tego zwigzku.
W oparciu o uzyskane wyniki Doktorantka sformutowata wnioski, ktore wynikaja
z otrzymanych wynikow i s3 ich podsumowaniem.
1. Testosteron pobudza wydzielanie IL-6 przez astrocyty in vitro, zarowno w warunkach
fizjologicznych jak i prozapalnych
2. Testosteron redukuje nasilenie wydzielania CXCL1 w warunkach prozapalnych
in vitro
3. Astrocyty linii komodrkowej DI TNC1 nie wydzielajg TNFa ani IL-8 w badanych warunkach
eksperymentalnych. Testosteron nie ma wptywu na wydzielanie tych biatek
4. Receptor androgenowy posredniczy w efektach testosteronu in vitro
5. Flutamid wykazuje dziatanie analogiczne do testosteronu w zakresie wptywu na wydzielanie

IL-6 oraz CXCL1



6. Ekspozycja na endogenny testosteron dziata protekcyjnie w modelu przewlektego
eksperymentalnego autoimmunologicznego zapalenia mozgu i rdzenia kregowego — opdinia
pojawienie sie pierwszych objawow, tagodzi przebieg schorzenia, a takze redukuje utrate
mieliny i tagodzi astroglioze

7. Ekspozycja na egzogenny testosteron zastosowany w formie terapii (po wystapieniu
pierwszych  objawéw  klinicznych w  modelu  przewleklego  eksperymentalnego
autoimmunologicznego zapalenia mozgu i rdzenia kregowego fagodzi przebieg schorzenia —
zmniejsza nasilenie objawéw, wiaze sie z poprawa funkcjonalna, zmniejsza utrate mieliny i

tagodzi astroglioze.

Mgr Matgorzata Turniak-Kusy wykazata, korzystny wptyw testosteronu na przebieg
eksperymentalnego autoimmunizacyjnego zapalenia mézgu i rdzenia kregowego, atakie na proces
astrogliozy i redukcje utraty mieliny. Jej badania wskazujg, ze testosteron ma potencjat nie tylko
protekcyjny, ale réowniez leczniczy w zakresie tagodzenia przebiegu EAE, poniewaz zastosowanie
testosteronu po wystgpieniu objawdw wigze sie ze znaczaco tagodniejszym przebiegiem schorzenia
nie tylko w porownaniu do grupy zwierzat kastrowanych, ale rowniez do myszy eksponowanych na
endogenny testosteron juz w momencie immunizacji. Temat pracy doktorskiej zostat zrealizowany,
a przedstawiona do recenzji dysertacja jest wykonana bardzo starannie. Doktorantka wykazata sie
bardzo duza wiedza teoretyczng w badanej przez nig dyscyplinie naukowej. Chciatabym podkreslic,
szeroki zakres prowadzonych eksperymentéw i ich duze skomplikowanie metodologiczne, co
pozwolito na ocene problemu badawczego zaréwno In vitro jak i In vivo w modelu zwierzecym.
Stanowi to oryginalne rozwigzanie problemu naukowego i wskazuje na umiejetnosé samodzielnego
prowadzenia pracy naukowej. Nie mam zadnych powainych zastrzezer do pracy i oceniam j3
bardzo dobrze.
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Rozprawa doktorska zatytutowana Wplyw testosteronu na odpowiedZ astrocytow w
modelach demielinizacji osrodkowego uktadu nerwowego”  spetnia warunki okreslone w art. 13
ust.1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach
i tytule w zakresie sztuki (t.j. Dz.U. z 2017roku, poz. 1789). Wnosze o dopuszczenie mgr Matgorzate

Turniak-Kusy do dalszych etapéw przewodu doktorskiego i wnioskuje o wyrdznienie rozprawy.
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