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rozprawy doktorskiej mgra Damiana Jacenika

pt. Sygnalizacja estrogenowa w chorobach zapalnych jelit

Choroba Lesniowskiego-Crohna i wrzodziejace zapalenie jelita grubego nalezg do
grupy nieswoistych chorob zapalnych jelit. Ich etiologia nie zostata jednoznacznie okreslona
jednak sugeruje sie, ze jest wynikiem wzajemnych interakcji miedzy czynnikami
genetycznymi, immunologicznymi oraz $rodowiskowymi. W przypadku podloza
genetycznego szczegOlnie znaczenie ma obecnos$¢ tzw. gendw podatnosci, wsrod ktorych
geny NOD2/CARDI5 czy IL23R wydaja sie by¢ kluczowe.  Wedlug teorii immunologicznej
stan zapalny i przedluzajaca si¢ nadmierna aktywacja komoérek uktadu odpornosciowego w
jelicie wywolywane sg niepoznanym dotad antygenem bakteryjnym lub wirusowym czy tez
alergenem pochodzenia pokarmowego. Czynnik s$rodowiskowy to przede wszystkim
niewlasciwy sklad mikroflory jelitowej charakteryzujacy si¢ zwigkszeniem liczby bakterii
rodzaju Bacteroides w stosunku do rodzaju Bifidobacterium oraz Lactobacillus. Dostgpne
informacje na temat etiologii chordb zapalnych jelit absolutnie nie wyczerpuja tematu i wciaz
poszukuje si¢ nowych czynnikow, ktore pozwolityby wnikliwiej pozna¢ patomechanizm tych
chorob i1 daly nadzieje na efektywne leczenie. W ostatnich latach zacz¢to zawraca¢ uwage na
zwigzek miedzy stosowaniem antykoncepcji hormonalnej oraz hormonalnej terapii zastgpczej
a rozwojem nieswoistych choréb zapalnych jelit. Chociaz dane nie sg jednoznaczne, wiele
badan wskazuje na zwigkszone ryzyko zapadalnosci na Chorobg Lesniowskiego-Crohna i
wrzodziejace zapalenie jelita grubego u Kkobiet stosujacych suplementacje hormonalna.
Okazalo si¢, ze estrogeny i wigzace je receptory maja silnie immunomodulacyjny charakter i
sa potencjalnie waznym elementem w nieswoistych chorobach zapalnych jelit.

Przedlozona mi do oceny praca doktorska mgra Damiana Jacenika dobrze wpisuje si¢
w nurty poszukiwan mechanizméw regulujgcych stan zapalny jelit. Doktorant podjal si¢

wieloparametrycznej oceny udziatu sygnalizacji estrogenowej w chorobie Lesniowskiego-



Crohna i we wrzodziejgcym zapaleniu jelita grubego. Wybo6r tematu pracy uwazam za trafny i
w pelni uzasadniony. Tym bardziej, ze zwiazek mig¢dzy hormonami plciowymi i ich
receptorami, a choroba zapalna jelit jest obecnie ,,goracym™ nurtem badawczym. Niewatpliwa
zaletg rozprawy jest zastosowanie dwoch modeli: materiatu klinicznego pochodzacego od
pacjentow zaréwno mezczyzn jak i kobiet z nieswoistym zapaleniem jelit jak 1 mysiego
modelu choroby Le$niowskiego-Crohna. Majac na uwadze fakt, ze zmiany hormonalne w
okresie pomenopauzalnym u kobiet moga znaczaco wpltywac na sygnalizacj¢ estrogenowa,
Doktorant stusznie postanowit grupe kobiet podzieli¢ na dwie przed i po pig¢dziesigtym roku
zycia. Ponadto, co w szczegélnosci wymaga podkreslenia, mgr Jacenik szczeg6lng uwage
zwrocil na role receptora estrogenéw oddziatujacego z biatkami G, ktorego udzial w
chorobach zapalnych jelit jest prawie nieznany.

Rozprawa doktorska, liczaca 110 stron, zostala przygotowana w postaci monografii o
tradycyjnym uktadzie tekstu dla prac przyrodniczych. Monografia opracowana jest bardzo
starannie pod wzgledem jezykowym, edytorskim i stylistycznym. Czyta si¢ ja z duzg
przyjemnoscia.

W rozdziale Wstep Doktorant scharakteryzowal receptory estrogendw dwa jadrowe i
jeden oddziatujgcy z biatkami G, wzajemne interakcje migdzy nimi i przedstawil dostgpne
dane na temat ich znaczenia w chorobach zapalnych jelit i nowotworach jelita grubego.
Omowit rowniez ryzyko zachorowalnosci na chorobg Lesniowskiego-Crohna i wrzodziejace
zapalenie jelita grubego u kobiet w zaleznosci od wieku i przyjmowania suplementacji
hormonalnej. Rozdzial ten ma charakter krytycznego przegladu opublikowanych badan na
modelach in vitro oraz in vivo i $wiadczy o doskonalej znajomosci tematu przez Doktoranta.
W tym miejscu cheiatbym spyta¢ mgra Jacenika gdzie w jelicie grubym wystepuja receptory
estrogenowe, w komorkach ukladu odpornosciowego, komorkach nablonkowych?
Zainteresowalo mnie rowniez czy estrogeny wigza si¢ do réznych typow receptorow z taka
samg preferencja? W rozdziale Wstgp Recenzentowi zabraklo jednak szerszego omowienia
stanu zapalnego chordb jelit bedacych tematem rozprawy tym bardziej, ze znakomita czgs¢
wynikéw dotyczy przeciwzapalnego dzialania sygnalizacji estrogenowej w chorobie
Lesniowskiego-Crohna. Ciekawym uzupelnieniem tego rozdzialu byloby takze omoéwienie
estrogendéw ze szczeg6lnym uwzglednieniem mechanizmu ich dziatania. Mysl¢ rowniez, iz
przedstawienie szlakow przekazywania sygnalow inicjowanych przez rézne receptory
estrogenowe mogloby by¢ bardziej szczegdlowe. Takie opracowanie teoretyczne byloby
dobrym wprowadzeniem do celéw pracy i niewatpliwie pomoglo by w $ledzeniu i analizie

wynikow. Natomiast cz¢s¢ opisanych we wstepie badan na temat sygnalizacji estrogenowej
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moglaby by¢ z powodzeniem przeniesiona do dyskusji. Nie mniej jednak przedstawiony przez
Doktoranta przeglad literatury jest interesujacy i daje poglad jakie badania w temacie
sygnalizacji estrogenowej w chorobach zapalnych jelit sa obecnie prowadzone i jak duzo jest
jeszcze do zbadania.

Cel pracy zostatl jasno sformutowany. Doktorant w kilku punktach przedstawil plan
swoich badan. Chciatabym mu pogratulowa¢ podejscia do tematu i wyboru dwoch modeli
badawczych.

W rozdziale Materialy i Metody mgr Jacenik wyczerpujgco opisal stosowane przez
siebie techniki badawcze, co ulatwilo pédzniejsze $ledzenie otrzymanych wynikéw. Na
podkreslenie zashuguje imponujace spektrum nowoczesnych metod, ktérymi postugiwat sie
Doktorant. Recenzenta zaciekawilo natomiast dlaczego bioptaty jelita grubego pacjentéw
byly pobierane z miejsca niezapalnego? Mam tez pytanie czy krew na surowice byla
pobierana tego samego dnia co bioptaty?

Wyniki przeprowadzonych badan opisano na 34 stronach, zaprezentowano w 1 tabeli i
zilustrowano w formie 24 rycin, ktére sa czytelne, przejrzyste i zawieraja wszystkie
niezbedne informacje. Zabraklo mi jedynie wyjasnienia skrotu ODI na wykresach
przedstawiajacych analize densytometryczng biatek wykrywanych metoda western blot.
Moim zdaniem pod wykresami powinna si¢ tez znalez¢é adnotacja jakim testem wyliczono
znamiennos$¢ statystyczna. Nalezy natomiast podkreslié, ze Doktorant postugiwal sie
szerokim wachlarzem technik laboratoryjnych. Na uznanie zastuguje réwniez dojrzaty styl w
Jakim opisane zostaly wyniki. Rozdzial ten zostal podzielony na dwa podrozdziaty, zgodnie z
dwoma modelami badawczymi. Kazdy z nich jest zakofczony podsumowaniem, ktore w
przejrzysty sposob reasumuje uzyskane dane, co zwazywszy na mnogosé uktadéw i analiz jest
bardzo pomocne w usystematyzowaniu uzyskanych rezultatébw. W pierwszym etapie badan
Doktorant ocenil poziom 17B-estradiolu i enzyméw zaangazowanych w jego metabolizm w
surowicy pacjentéw z choroba Lesniowskiego-Crohna lub wrzodziejacym zapaleniem jelita
grubego oraz ekspresje receptorow jadrowych i receptora zwigzanego z biatkami G w
bioptatach jelit takich samych pacjentéw. W bioptatach tych ocenil tez poziom mRNA dla IL-
6 1 IL-10. Najcickawsze wyniki mozna zaobserwowa¢ w ekspresji receptoréw. Doktorant
wykazal istotny wzrost ekspresji receptora estrogenéw oddziatujgcego z biatkami G i
receptora jadrowego typu o w bioptatch pacjentéw cierpigcych na obie jednostki chorobowe.
Chociaz nie zawsze obserwowano prosta korelacje miedzy poziomem biatka i mRNA. Taki
wynik nie jest niczym zaskakujacym zwazywszy, na mnogo$é mechanizméw i etapow jakie

majg miejsce w komoérce od momentu utworzenia czasteczki mRNA do powstania
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funkcjonalnego bialka, co Doktorant w szczegolowy sposob wyjasnia w rozdziale Dyskusja.
Analiza ekspresji receptorow estrogendw z podzialem na pleé¢ i wiek pokazala niezwykle
interesujace 1 cenne dane. Nasilenie ekspresji receptora typu o i receptora estrogendw
oddzialujgcego z biatkami G obserwowano w grupie me¢zczyzn z obydwoma podtypami
chordb zapalnymi jelit. U kobiet natomiast zaburzenia w ekspresji receptorow estrogenow nie
byly tak widoczne i gtéwnie dotyczyly chorych z wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego.
Nadekspresj¢ receptora typu o obserwowano u kobiet po 50 roku zycia, natomiast u kobiet
przed 50 rokiem zycia nadekspresji ulegal receptor estrogendéw oddziatujacy z biatkami G.
Warto zaznaczyé, ze w dostgpnym pismiennictwie dane na temat receptora estrogenow
oddzialujgcego z biatkami G w chorobach zapalnych jelit sg sladowe. Dlatego uwazam, ze
uzyskane przed Doktoranta dane pokazujace jego nasilong ekspresje w bioptatach pacjentow
sa bardzo cennym wkladem w wiedz¢ dotyczaca tych jednostek chorobowych. Mam
natomiast nastgpujace uwagi i pytania do tego podrozdziatu.

- Dlaczego wybrano IL-6 1 IL-10 i oznaczano je tylko na poziomie mRNA chociaz jak sam
Doktorant podkresla przeptyw informacji DNA, RNA, biatko nie jest liniowy? Szczegdlne
interesuje mnie cel oznaczenia immunosupresyjnej IL-10. Lepszym wyborem moim zdaniem
byla by IL-1p, IL-17 czy jakies inne cytokiny, ktérych udzial w chorobach zapalnych jelit byt
omoéwiony we Wstepie.

- Tabela 8, czy poziom CRP u chorych byl statystycznie znamienny? Jesli tak to brak
w~gwiazdki”.

W drugiej fazie pracy Doktorant postanowil wyjasni¢ role receptora estrogendw
zwigzanego z biatlkami G w chorobie Les$niowskiego-Crohna, na modelu mysim. Aby
zrealizowac to zadanie mgr Jacenik przeprowadzil wieloparametyczng ocen¢ makroskopowa,
mikroskopowa i molekularng jelita grubego myszy z wywolang choroba Les$niowskiego-
Crohna, ktorym podawano 17f-estradiol, 2 zwiazki bedace selektywnymi agonistami
receptora estrogenow oddzialujgcego z bialkami G, oraz jego antagoniste. W swoich
badaniach Doktorant jednoznacznie wykazal, ze aktywacja receptora estrogenow zwigzanego
z bialkami G za pomocg 17B-estradiolu lub tez selektywnych agonistow prowadzi do poprawy
architektury jelita, zmniejsza jego owrzodzenie, oslabienia stan zapalny i ograniczenia
infiltracj¢ komorek ukladu odpornosciowego. Co istotne, tym pozytywnym efektom
towarzyszyl spadek ekspresji nie tylko receptora estrogenéw oddziatujgcego z biatkami G, ale
rowniez receptoréw jadrowych, co jak mgr Jacenik stusznie zauwazyl §wiadczy o Scislej
kooperacji migdzy nimi. Istotnym wynikiem uzyskanym przez Doktoranta w tej czesci badan

jest wykazanie, iz aktywacja receptora estrogenéw oddziatujacego z bialkami G obniza
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aktywnos¢ bialek sygnatowych MEK1/2 i ERK1/2, nalezacych do szlaku kinaz MAP, ktory
odgrywa wazng role w inicjacji proliferacyjnej i pro-zapalnej aktywnosci komorki. Kolejne
badania przeprowadzone przez Doktoranta pokazaly, iz aktywacja badanego receptora
estrogenOw obniza ekspresje szeregu gendéw zwigzanych ze stanem zapalnym takich jak
NOS2, Stat3, Reld, Vegfa i innych, ktorych nadekspresja jest obserwowana w jelicie grubym
myszy z indukowana chorobg Les$niowskiego-Crohna. Nalezy jednak pamictaé, ze
obserwowana przez Doktoranta pozytywna zmiana w poziomie transkryptow genow,
wywolana aktywacja receptora estrogenow, nie musi si¢ przeklada¢ na efekt koncowy
widoczny w aktywnosci biologicznej komorki. Niezaleznie od moich uwag z przekonaniem
stwierdzam, ze uzyskane wyniki w tej czesci badan jasno pokazaly, ze receptor estrogenow
zwigzany z biatkami G ma istotna role w wyciszeniu stanu zapalnego w jelicie, poprawie jego
stanu makro i mikroskopowego, co moze by¢ w przysztosci punktem wyjscia do szerszych
badan dotyczacych terapii celowane;j.

Dyskusj¢ czyta si¢ z przyjemnoscia jest ona syntetyczna, ale dojrzale napisana i
swiadczy o bieglej znajomosci przez Doktoranta zagadnien zwigzanych z sygnalizacjg
estrogenowg. Mgr Jacenik w sposob krytyczny dokonal przejrzystej analizy oraz interpretacji
wlasnych wynikéw na tle dostgpnego piSmiennictwa z ostatnich lat, co nie jest latwe
zwazywszy na znikomga liczbe¢ informacji na temat receptora estrogenéw oddzialujacego z
biatkami G w chorobach zapalnych jelit. Mam jednak jedna uwage. Na stronie 78 znalazlo sie
stwierdzenie, ze .,Stan zapalny potwierdzilty rowniez analizy ekspresji /L-6 i IL-10......". IL-
10 jest. interleukinq immunosupresyjng nie pro-zapalna, takze nie moze potwierdza¢ stanu
zapalnego.

Rozprawe koncza wnioski wynikajace z opisanych wynikow. Streszczenie w jezyku
polskim i angielskim oddaje charakter pracy i nie budzi zastrzezen. Bibliografia liczy 166
pozycji i sg to prace w wigkszosci z ostatnich 10 lat. Przejrzystos¢ pracy wzbogaca wykaz
skrotow.

Ocena koncowa

Podsumowujac, chcialabym podkreslié, ze przedstawiona mi do recenzji praca
doktorska reprezentuje wysoki poziom naukowy i warsztatowy. Stanowi bardzo cenny wklad
w zrozumienie mechanizméw molekularnych zachodzacych w s$wietle jelita grubego w
nieswoistych chorobach zapalnych jelit. Opisane przez Doktoranta nowatorskie badania jasno
sugeruja, ze aktywacja receptora estrogenow oddzialujgcego z biatkami G jest kluczowa w
poprawieniu architektury jelit i zniesienia stanu zapalnego. Uwazam, ze opisane wyniki badan

majg bardzo duzg warto$¢ poznawcza, ale takze praktyczng i mogg by¢é pomocne w
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poszukiwaniu nowy tarcz docelowych w leceniu nieswoistego zapalenia jelit. Warto takze
podkresli¢ duzy wklad Doktoranta w prace eksperymentalng. Ponadto, wyniki opisane w
monografii zostaty opublikowane w bardzo dobrym czasopi$mie Scientific Report o 1F=4,122.
Chcialbym réwniez pogratulowa¢ Doktorantowi wspanialego dorobku naukowego.
Mgr Jacenik jest wspoélautorem 12 (w tym w 4 jest pierwszym autorem) prac
eksperymentalnych o tacznym [F=36,829 i lacznej liczbie punktow MNiSW=342. Jest tez
wspolautorem dwdch rozdzialéw w ksigzkach. Na podkreslenie zastuguje réwniez fakt, iz byt
kierownikiem dwoch projektow (Preludium i Etiuda) finansowanych przez NCN, oraz dwdch
projektéw wiasnych przyznanych przez Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska UL.
Stwierdzam, ze recenzowana przeze mnie praca doktorska w pelni spelnia wymogi
ustawy o stopniach i tytutach naukowych. Dlatego tez z pelnym przekonaniem wnosze
wniosek do Wysokiej Rady Wydzialu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu
Lodzkiego o dopuszczenie mgr Damiana Jacenika do dalszych etapow przewodu
doktorskiego. Ze wzgledu na to, Ze praca zostala wykonana profesjonalnie z wykorzystaniem
nowoczesnych metod 1 technik oraz majac na uwadze znakomity dorobek Doktoranta
wnioskuj¢ do Wysokiej Rady Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu

Lodzkiego o wyrdznienie mgra Jacenika stosowna nagroda.
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