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Recenzja pracy doktorskiej

,.Sygnalizacja estrogenowa w chorobach zapalnych jelit” wykonang przez mgr Damiana
Jacenika w Katedrze Cytobiochemii UL w Lodzi w ramach Studiéw Doktoranckich
Biochemiczno-Biofizycznych Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska pod kierunkiem prof.

dr hab. Wandy M. Krajewskiej.

Nieswoiste choroby zapalne jelit to grupa idiopatycznych schorzen przewodu
pokarmowego, takich jak: wrzodziejace zapalenie jelita grubego, choroba Le$niowskiego-
Crohna, makroskopowe zapalenie jelita grubego. Charakteryzuja si¢ przewlekle trwajacym
stanem zapalnym wywotanym niewlasciwg reakcjg immunologiczng. Zarowno choroba
Lesniowskiego-Crohna, jak i wrzodziejace zapalenie jelita grubego sg waznym i coraz
wiekszym problemem zdrowotnym w krajach rozwinigtych, stanowig grupe przewlektych,
nieuleczalnych schorzen przewodu pokarmowego o wicloczynnikowej patogenezie. Cechuja

si¢ samoistnymi remisjami i nawrotami, ktorych etiologia pozostaje niewyjasniona.

W chorobach zapalnych jelit obserwuje si¢ zaburzenia sygnalizacji estrogenowe] m.in.
w modulacji fenotypu limfocytow T przez receptory estrogenowe GPER. Estrogeny reguluja
wazrost, réznicowanie komoérek oraz warunkuja prawidlowy rozwoj ukltadu rozrodezego. Ich
biologicznie dziatanie zalezne jest od obecnosci receptora estrogenowego. W wielu badaniach
wykazano immunomodulacyjng rolg estrogenéw w patofizjologii licznych chorob. Dtugo
trwajacy stan zapalny jelit moze prowadzi¢ do transformacji nowotworowej. Mgr Damian
Jacenik w ramach pracy doktorskiej postanowit odpowiedzie¢ na zasadnicze pytanie czy za

zaburzenia sygnalizacji estrogenowej w chorobach zapalnych jelit odpowiedzialne sg
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estrogeny, czy ekspresja receptorow estrogendw odpowiedzialnych za efekt genomowy i

niegenomowy dziatania estrogenow.

Wybor przez Panig Promotor i Doktoranta tej tematyki badan uwazam za nowatorski,

bardzo interesujgcy i w petni uzasadniony.

Recenzowana praca doktorska jest dysertacjg liczgca 110 stron zawierajgca 30 rycin, 8
tabel i 166 pozycji literaturowych w wigkszosci pochodzgcych z ostatniego okresu czasu,
ktore postuzyly do przygotowania monograficznej czgsci pogladowej, do§wiadczalnej oraz
dyskusji nad wynikami badan wiasnych. Dobér pozycji literaturowych nie budzi zastrzezen i

wskazuje na to, ze tematyka badan jest bardzo aktualna.

Prace¢ rozpoczyna czg$¢ teoretyczna liczgca 20 stron; zawiera 6 dobrze dobranych
rycin. Osobne rozdzialy czgsci teoretycznej stanowig zamierzone przejscie do obszernego

omowienia budowy, znaczenia receptoréw estrogenowych w chorobach jelit.

Czgsc¢ teoretyczng pracy rozpoczyna rozdziat w ktorym Doktorant przedstawit
budowe receptorow estrogenowych, ich oddziatywania z biatkami G oraz interakcje pomiedzy
nimi. W kolejnych rozdziatach przedstawiona zostata rola estrogendw, receptoréw
estrogendw w chorobach zapalnych jelit, nowotworach jelita grubego zwigzanych ze stanem
zapalnym. Ostatni rozdzial tej czesci pracy poswigcony jest znaczeniu estrogendw,
receptorow estrogenowych w modulacji przepuszczalnosci, motoryki oraz wrazliwosci

trzewnej jelit.

Przygotowany przez mgr Dominika Jacenika przeglad pi$miennictwa stanowi
oryginalnie przemyslany, wyjatkowo interesujacy i $wietnie zilustrowany wyktad na temat
aktualnej wiedzy o omawianych zagadnieniach. Autor dowiddt, ze potrafi wykorzystywac
dostepne dane literaturowe, tworczo je opracowywac, systematyzowaé i komentowac.
Przygotowana czgs¢ teoretyczna nadaje si¢ na bardzo dobry artykut przegladowy do ktorego z

calym przekonaniem namawiam.

Czgs¢ doswiadczalna pracy obejmuje 54 strony. Poswigcona jest ocenie udziatu
sygnalizacji estrogenowej w chorobach zapalnych jelit w zaleznosci od plei i wieku kobiet,
identyfikacja mechanizméw molekularnych indukowanych za posrednictwem receptoréw
estrogenow w chorobie Le$niowskiego-Crohna, ocenie potencjalnych oddzialywan pomigdzy
receptorami estrogendéw w analizowanej jednostce chorobowej. Rozdzial ,,Zalozenia i cele
pracy" wskazuje, iz Autor postanowit, w ramach zatoZzonego nurtu badan i w oparciu o

Zaklad Biochemii Medycznej

92-215 Loédz, ul Mazowiecka 6/8
tel. (042) 272 5677
e-mali: janusz szemraj@umed.lodz.pl




zreferowane wezesniej przestanki teoretyczne, w praktyce wypelnié cztery szczegélowe cele
polegajgce miedzy innymi na oznaczeniu poziomu 17B-estradiolu i wybranych enzyméw
jego metabolizmu, okreslenie poziomu ekspresji receptoréw estrogenow, tj. GPER, ERa,
ERB, ERa36 i ERa46 umgzezyzn oraz kobiet przed i po 50 roku zycia z chorobg
Lesniowskiego-Crohna oraz wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego. Kolejne cele zwigzane
byty z modelem zwierzgcym myszy — dotyczyly oceny wptywu aktywacji/inhibicji
receptorow estrogendw, w tym GPER, na obraz makroskopowy i mikroskopowy jelita
grubego oraz znaczniki biochemiczne, identyfikacji szlakoéw sygnatowych modulowanych z
udzialem GPER, identyfikacja gendw regulowanych z udzialem GPER w chorobie

Lesniowskiego-Crohna indukowanej kwasem 2, 4, 6-trinitrobenzenosulfonowym u myszy.

Przystepujac do oceny merytorycznej tej czgsci recenzowanej rozprawy, musze
podkresli¢, ze prezentowane w niej badania zostaly zaplanowane bardzo wszechstronnie, z
uwzglednieniem doswiadczen analizujgcych rézne uwarunkowania poszczegolnych
zagadnien. Badania przeprowadzono na materiale biologicznym ktéry stanowity bioptaty
jelita grubego oraz surowica pacjentéw hospitalizowanych w Klinice Choréb Przewodu
Pokarmowego Uniwersytetu Medycznego w f.odzi w latach 2011 — 2017 na ktére Doktorant
uzyskat zgod¢ Komisji do spraw Bioetyki Badan Naukowych Uniwersytetu Lodzkiego oraz
Uniwersytetu Medycznego w Lodzi. Druga czg¢s¢ badan przeprowadzono z wykorzystaniem
samcOw myszy typu dzikiego szczepu BALB/c w wieku 6 — 8 tygodni pozyskanych ze
Zwierzgtarni Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu L.édzkiego réwniez

dysponujac zgodg Lokalnej Komisji Etycznej do spraw Do$wiadczen na Zwierzetach.

Przeprowadzone badania oparto o nowoczesne, trudne techniki eksperymentalne min.
biologii molekularnej, tj.: analiza ekspresji genéw na poziomie mRNA metode taficuchowej
reakcji polimerazowej w czasie rzeczywistym, biatka metodg Western blot, czy lokalizacji
biatek technikg immunofluorescencyjng prawidtowo dobranych do rozwigzywania podjetych

zadan. Ich opis stanowi rodzaj swoistego laboratoryjnego ,,manualu”.

Wszystkie uzyte metody charakteryzuje wysoki stopien obiektywizacji danych, a
wykorzystane analizy statystyczne oparte na programie GraphPad Prism 5.0, tescie U Manna-
Whitney’a-Wilcoxona do poréwnania grup eksperymentalnych oraz jednoczynnikowa
analiz¢ wariancji (One-Way ANOVA) z testem post hoc Newmana-Keulsa nie budza

zastrzezen.
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Dokumentacja wynikow uzyskanych w recenzowanej pracy obejmuje 25 rycin.
Przekonuje ona, ze wszystkie do§wiadczenia przeprowadzone zostaly z duza skrupulatnoscig i
obejmuje zatozone aspekty prowadzonych badan. Sposob ich prezentacji jest przemyslany, co

pozwala $ledzi¢ postgpy pracy i rejestrowac realizacjg jej kolejnych celow i zadan.

Uzyskane wyniki wykonane na materiale biologicznym pochodzacych od pacjentow
nie wykazaty zmian w poziomie 17p-estradiolu i wybranych enzymow zaangazowanych w
metabolizm estrogenow. Analiza ekspresji receptorow estrogenow, zarowno receptora
GPER oraz jadrowych receptoréw estrogenéw — ERo i ER, a takze produktow
alternatywnego sktadania genu kodujacego ERa — ER036 i ER046 wskazata na ich
deregulacjc w komérkach jelita grubego pacjentéw z choroba Les$niowskiego-Crohna oraz
wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego w poréwnaniu z osobami bez zdiagnozowanej
choroby jelit co moze wskazywaé na zaleznos$¢ ekspresji analizowanych genow od plci, wieku

chorych.

Druga czgé¢ badan w ramach pracy doktorskiej przeprowadzona zostata na modelu
zwierzecym indukowanej choroby Le$niowskiego-Crohna. Podanie selektywnych agonistow
GPER: zwiazku G-1, czy Fulvestrant ktory jest jednoczesnie antagonistg jadrowych
receptoréw estrogenowych wplyngto na wskaznik przezycia myszy z indukowana choroba,
obserwujac ograniczenie stanu zapalnego na poziomie makro, mikroskopowym co
korelowalo ze spadkiem aktywnosci mieloperoksydazy i poziomu biatka C-reaktywnego.
Udziat receptora GPER — jego zwigkszong ekspresjg, obnizong po podaniu agonistow w
chorobie Lesniowskiego-Crohna wykazano zaréwno u samcow myszy z choroba LC jak
réwniez bioptatach jelit chorych z chorobg LC. Uzyskane przez Doktoranta wyniki wskazuja
na wplyw aktywnosci GPER na ekspresj¢ genow biorgcych udzial w reakcji
immunologicznej: Cendl, Kras, Stat3, Rela, Nos2, Ptgs2, Vegfa i Trpv4 Cendl, Kras, Stat3,
Rela, Nos2, Ptgs2, Vegfa, Trpv4, szlaku sygnatowego ERK

W czesci Dyskusja liczgeej 10 stron Doktorant przedyskutowat uzyskane wyniki z
danymi literaturowymi dotyczgcymi dotychczasowych badan na temat potencjalnego udziatu
sygnalizacji estrogenowej w chorobach zapalnych jelit i immunomodulacyjnych
wlasciwosciach estrogenow. W dalszej kolejnosci omowit jednoczesnie poréwnujgc
doniesieniami literaturowymi ekspresj¢ gendéw receptorow Era, B, ich deregulacje w
chorobach zapalnych jelit w tym rolg w wielu procesach zwigzanych z regulacjg proliferacji

komoérek czy tez modulacjg odpowiedzi immunologicznej. Doktorant przedstawil 1
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przedyskutowal udzial alternatywnego sktadania genu kodujgcego Ero B w patofizjologii
stanu zapalnego jelita. W dalszej czgéci dyskusji w oparciu o dane otrzymane na modelu CD
indukowanego u samcow myszy TNBS przedstawit rolg aktywacji/inhibicji GPER w regulacji

stanu zapalnego w chorobie Le$niowskiego-Crohna.

Jako Recenzent cheialbym Doktorantowi zadaé kilka pytan: jakie jest fizjologiczne znaczenia
receptora GPER, jego potencjalnego znaczenie w nowotworach jelita grubego zwigzanych ze
stanem zapalnym. W przeprowadzonych w pracy badaniach Doktorant wykazat, ze podanie
zaréwno G-1, jak i ICI 182,780 obnizato $miertelnosci myszy z CD podczas gdy 17B-
estradiol nie wptywat na poprawe wskaznika przezycia w mysim modelu CD. Prosba do

Doktoranta o mozliwg interpretacje tego wyniku.

Przeprowadzone przez mgr Damiana Jacenika badania wykazaty wptyw sygnalizacji
estrogenowej w tym receptora GPER na stan kliniczny, przebieg choroby Lesniowskiego-
Crohna po przez zmiany w komdrkach nabtonka jelita grubego. Obserwowana deregulacja
sygnalizacji estrogenowej zalezny od plei i wieku kobiet co moze wptywac na Zzmiany stanu
zapalnego nabtonka jelit.. Na podstawie uzyskanych wynikéw mgr Damian Jacenik
sformutowat 3 koncowe wnioski, uogolniajace zreferowane i przedyskutowane dane. Wnioski

te s jednoczesnie dowodem na zrealizowanie w petni przez Doktoranta celow jego dysertacji.

Podsumowujac, z pelnym przekonaniem uwazam, ze recenzowana rozprawa doktorska
mgr Damiana Jacenika pod kazdym wzgledem spetnia wymogi stawiane takim dysertacjom.
Stanowi ona samodzielne i oryginalne rozwigzanie problemu naukowego oraz wnosi nowe,
wazne poznawczo informacje na temat receptora GPER, mozliwosci jego wykorzystania jako
celu terapeutycznego. Przygotowana zostala w sposdb wlasciwy, zardwno pod wzgledem
merytorycznym, jak i edycyjnym. Kilka drobnych uchybien stylistycznych i tzw. literowek
ktére udato mi sie zauwazy¢ nie ma istotnego znaczenia. Na szczegélne podkreslenie nalezy
finansowanie przedstawionej do recenzowania pracy. Przeprowadzone w ramach doktoratu
badania byly finansowane ze $rodkéw dwoch przyznanych przez Narodowe Centrum Nauki
projektow: Preludium 2016 — 2019, Etiuda 5, 2017 — 2018, dwoch projektow przyznanych w
ramach dotacji na dziatalno$é¢ polegajacg na prowadzeniu badan naukowych lub prac
rozwojowych oraz zadan z nimi zwigzanych stuzacych rozwojowi mtodych naukoweow oraz
uczestnikoéw studiow doktoranckich na projekty. W przedstawionych projektach Pan mgr

Damian Jacenik byl kierownikiem. Efektem aktywnosci naukowej Doktoranta jest 12 prac

Zaklad Biochemii Medycznej

92-215 Lédz, ul Mazowiecka 6/8
tel. (042) 272 5677
e-mali: janusz.szemraj@umed.lodzpl




oryginalnych, przegladowych o IF = 36, 829, 342 punktach MNiSW, 2 rozdzialy w

ksigzkach, 25 doniesien konferencyjnych.

W podsumowaniu uwazam, ze praca doktorska mgr Damiana Jacenika zatytulowana

EEINE

,Sygnalizacja estrogenowa w chorobach zapalnych jelit” ” odpowiada warunkom

okreslonym w art. 11 ustawy o tytutach i stopniach naukowych (Dz. Ust. Nr 65 /90,p6z. 386)
dla rozprawy na stopiefi doktora, ze wzglgdu na bardzo duzy walor aplikacyjny, oraz
nowatorski zwracam sie z wnioskiem do Rady Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska
Uniwersytetu Lodzkiego o dopuszezenie mgr inz. Damiana Jacenika do dalszych etapow
przewodu doktorskiego jednocze$nie wnioskujge o wyrdznienie pracy stosowng nagroda

Rektorska.
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