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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ mgr EWY SZWEJSER
»Badania udziatu jadrowych i blonowych receptorow estrogenowych oraz aromatazy

cytochromu P450 w regulacji reakcji odpornosciowej karpia (Cyprinus carpio L.)”

OGOLNA CHARAKTERYSTYKA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

Przedstawiona do oceny praca doktorska mgr Ewy Szwejser zostala wykonana
w Zakladzie Immunologii Ewolucyjnej Instytutu Zoologii i Badan Biomedycznych
Uniwersytetu Jagielloniskiego w Krakowie, pod kierunkiem dr hab. Magdaleny Chadzinskie;.

Podstawe rozprawy stanowig 2 prace oryginalne (Szwejser i wsp. 2017, Dev Comp
Immunol; Szwejser i wsp. 2017, Fish Shellfish Immunol) o tgeznym wspédtezynniku wplywu
wynoszacym 6,366, a takze 1 praca przegladowa (Szwejser i wsp. 2017, Horm Behav)
opublikowana w czasopismie, ktorego aktualny wspdlczynnik wplywu wynosi 3,378.

We wszystkich wymienionych publikacjach Doktorantka jest pierwszym autorem, zas
Pani Promotor pelni role autora korespondujgcego. Do opisu publikacji dotaczono
o$wiadczenia wspotautorow wskazujgce na znaczacy udziat Doktorantki w wykonaniu badan

i analizie wynikow zawartych w publikacjach.
MERYTORYCZNA ANALIZA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

Przedlozona do recenzji praca stanowi probe odpowiedzi na pytanie, w jakim stopniu
uktad odpornosciowy ryb jest regulowany przez uktad neuroendokrynny, a $cislej przez
elementy uktadu neuroendokrynnego, jakimi sa: estrogeny, receptory estrogenowe oraz
aromataza tj. enzym katalizujacy koficowy etap syntezy estrogenow. Wybdr tematu rozprawy
zostal w glownej mierze podyktowany brakiem dostatecznej wiedzy o roli blonowego
receptora estrogenowego GPR30 (obecnie GPER1) w regulacji odpowiedzi immunologiczne;j
u ryb. Nie bez znaczenia bylo takze uwzglednienie powszechnego narazenia ryb na
wystgpujgce w srodowisku wodnym ksenoestrogeny. Wiadomo bowiem, ze wystepujace
w srodowisku substancje hormonalnie czynne moga nie tylko zaburza¢ funkcje endokrynne,
ale rowniez niekorzystnie oddziatywaé na inne uktady, w tym takze na ukiad odpornosciowy.

Z uwagi na fakt, ze receptor GPR30 zostat odkryty stosunkowo niedawno, bo w roku 2005,
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brakuje informacji na temat jego znaczenia i mechanizméw dziatania w organizmach
krggowcow. Nawet rola klasycznych receptorow estrogenowych, zwlaszcza receptora
estrogenowego ERP, nie zostala jeszcze w pelni ustalona. Zatem podjecie badan majacych
okresli¢ udziat klasycznych i blonowych receptorow estrogenowych w regulacji odpowiedzi
immunologicznej u ryb jest w petni zasadny. Mimo iz badania objete pracg doktorska maja
przede wszystkim znaczenie poznawcze, moga si¢ przyczyni¢ do poprawy warunkow hodowli
i bytowania ryb, gléwnie poprzez zwiekszenie opornosci tych zwierzat wodnych na patogeny.

Hormony plciowe majg istotny wptyw na rozwoj choréb o podiozu immunologicznym
i zapalnym. Podrednio wskazuja na to badania epidemiologiczne, z ktorych wynika, ze
choroby autoimmunologiczne dotykajg w ogromnej wiekszosci przypadkéw kobiet (nawet
80%). Przyktadem szczegélnie duzej dysproporcji w zapadaniu na tego typu choroby jest
stwardnienie rozsiane, na ktére 2-4 krotnie czesciej chorujg kobiety niz mezezyzni. Z kolei
mezezyzni sg bardziej podatni na infekcje i zakazenia. Uwaza sie, ze w warunkach
fizjologicznych estrogeny stymuluja humoralng odpowiedz immunologiczna. Natomiast
w warunkach patologicznych, np. w reumatoidalnym zapaleniu stawow czy toczniu
rumieniowatym ukladowym, estrogeny moga prowadzi¢ do zaostrzenia reakcji zapalnej.
Hormony plciowe wykazuja dziatanie immunomodulujace wobec komorek dendrytycznych,
makrofagéw, neutrofili i limfocytéw. Wiadomo, ze wplywaja one na odporno$é¢ wrodzona
1nabytg regulujac m.in. liczbe limfocytéw i sekrecje cytokin. Jednak rola, jaka zenskie
hormony plciowe tj. estrogeny odgrywaja w etiologii choréb o podiozu immunologicznym nie
jest w pelni poznana. Zaskakuje brak istotnych réznic miedzy profilami hormonow plciowych
u pacjentéw z chorobami autoimmunologicznymi a profilami hormonéw u oséb zdrowych.
Coraz wiecej przestanek sugeruje, ze obok hormonéw piciowych istotna role w rozwoju tych
chorob pelnig czynniki genetyczne. Na chromosomie X znajduje si¢ bowiem szereg genéw
odpowiedzialnych za regulacje czynnosci uktadu immunologicznego.

Opis prac stanowigcych podstawe rozprawy rozpoczyna STRESZCZENIE oraz
liczacy 15 stron WSTEP. W tym rozdziale znajdziemy charakterystyke ukladu
odpornosciowego ryb, opis oddziatywania ukladu neuroendokrynnego z ukladem
odpornosciowym, a dalej informacje na temat wplywu estrogendéw na odporno$é ryb.
Koncowe podrozdzialy zostaty poswiecone receptorom estrogenowym, ich budowie
i klasyfikacji, a takze mechanizmom dzialania i syntezie estrogenow. Jasnos¢ przekazu
zostata wzmocniona przez 3 ryciny. Pragne podkresli¢ szczegolnie wartos¢ ryciny 2, ktdra
przedstawia schemat inicjowanych przez 17p-estradiol szlakéw przekazywania sygnatu za

posrednictwem receptorow estrogenowych, w sposob genomowy 1 niegenomowy.



Kolejnym rozdzialem opisu prac stanowiacych podstawe rozprawy jest CEL badan,
ktéry obejmuje: a. Zbadanie ckspresji receptoréw estrogenowych i aromatazy cyt. P450
w narzadach limfatycznych i leukocytach karpia, 5. Okreslenie roli aromatazy cyt. P450
w procesie lokalnej oraz ogolnoustrojowej syntezy 17B-estradiolu, ¢. Zbadanie wplywu
immuno-stymulantéw oraz stresu na ekspresje receptordw estrogenowych 1 aromatazy
w ukladzie odpornosciowym karpia oraz J Zbadanie w warunkach in vitro wplywu
17P-estradiolu  na aktywnos¢ wybranych populacji leukocytow  karpia. Realizacja
wymienionych zadan badawczych pozwolila na uzyskanie oryginalnych wynikow, sposrod

ktorych za najwazniejsze uwazam wykazanie przez Doktorantke, ze:

I praca oryginalna - Szwejser i wsp. 2017, Dev Comp Immunol

I. Geny receptorow estrogenowych era, erfi i gpr30 sa obecne w narzadach
limfatycznych (grasica, $ledziona, nerka glowowa) oraz w leukocytach krwi
obwodowej karpia.

2. Receptory estrogenowe ERo, ERB i GPR30 wystepuja w nerce glowowej karpia
(monocyty/makrofagi, granulocyty, limfocyty).

3. 3-godzinna ekspozycja na LPS stymuluje ekspresjc genu gpr30 w monocytach
i granulocytach nerki glowowej karpia. 70-godzinna ekspozycja na LPS stymuluje
ekspresje genu erff w limfocytach krwi obwodowej. Z kolei 70-godzinna ekspozycja
na konkanawaling A stymuluje ekspresje genu era w limfocytach nerki glowowe]
i krwi obwodowej, a takze ekspresje genu gpr30 w limfocytach krwi obwodowe;.

4. Monocyty/makrofagi nerki glowowej karpia poddane stymulacji estrem forbolu sa

wrazliwe na 17B-estradiol i G1, czego przejawem jest zwickszona produkcja ROS.

Il praca oryginalna -_Szwejser i wsp. 2017, Fish Shellfish Immunol

1. Geny aromatazy cypl9a i cypl9b oraz geny receptorow estrogenowych era, erf
1 gpr30 s obecne w nerce glowowej, przysadce, podwzgérzu i jajnikach karpia.

2. Stres unieruchomienia hamuje ekspresje genu aromatazy cypl/9b we wszystkich
badanych narzadach karpia, a takze hamuje ekspresje genu era w podwzgérzu
i jajnikach oraz genu erf w podwzgorzu, jajnikach i przysadce. Ponadto, stres
unieruchomienia stymuluje ekspresje genéw cypl9a i era w nerce glowowej, a takze
genu gpr30 w nerce glowowej i jajnikach.

3. Stres unieruchomienia obniza ekspresje gendéw aromatazy cypl9 w monocytach
i granulocytach nerki glowowej oraz leukocytach krwi obwodowej karpia. Stres

unieruchomienia obniza rowniez ekspresje genu erff w monocytach i granulocytach



oraz genu gpr3() w granulocytach. W odréznieniu od hamowania ekspresji genéw
aromatazy oraz receptorOw estrogenowych erfi i gpr30, stres unieruchomienia
stymuluje ekspresj¢ genu receptora estrogenowego era, co zaobserwowano
w monocytach nerki gtowowej i leukocytach krwi obwodowej.

4. Stres unieruchomienia obniza poziomy aromatazy Cypl19b i receptora estrogenowego
ERB w monocytach/makrofagach nerki glowowej karpia. Stres unieruchomienia
obniza réwniez poziomy aromatazy Cyp19a i Cyp19b oraz receptorow estrogenowych
ERa, ERB i GPR30 w granulocytach nerki glowowej karpia. Co wigcej, stres
unieruchomienia obniza poziom aromatazy Cypl19b w leukocytach krwi obwodowe;j
karpia, a rownoczesnie zwicksza w tych komorkach poziomy aromatazy Cypl9a
i receptora estrogenowego ERa.

5. Stres unieruchomienia prowadzi do obnizenia poziomu 17p-estradiolu w surowicy

krwi karpia.

Mimo wysokiej wartosci poznawczej i oryginalnosei uzyskanych wynikéw, w opis
prac stanowiacych podstawe rozprawy wzglednie w same prace oryginalne wkradly sie
pomylki lub niescistosci, ktore przytaczam z obowiazku recenzenta. Tytul zawiera blad
literowy: jest Cypraus carpio L., a powinno byé Cyprinus carpio L. W Streszczeniu zdanie:
»Stres podnosi m.in. ekspresj¢c erff w leukocytach krwi obwodowej” nie znajduje
potwierdzenia w wynikach opublikowanych w pracach oryginalnych stanowigcych podstawe
rozprawy. Prawdopodobnie chodzito o ekspresje era, ktéra rosta w odpowiedzi na stres
unieruchomienia. Niewykluczone ze nie chodzito o stres unieruchomienia, lecz narazenie
komérek krwi obwodowej na LPS, czemu istotnie towarzyszyl wzrost ekspresji erf.
We Wstepie brak informacji na temat blonowej lokalizacji tzw. klasycznych receptoréw
estrogenowych. Dla przykladu, izoforma ERa, jaka jest ERa36, wystepuje we frakcji
blonowej mitochondrium oraz w blonie cytoplazmatycznej i wywotuje efekty niegenomowe
(Sun Q i wsp. 2017, Biochem Biophys Res Commun; Yan Y i wsp. 2017, PLoS One; Inoue
i Fry, 2015, Genet Epigener). Samce myszy z nokautem blonowego receptora ERa sg mniej
plodne tj. wykazuja niska zywotnos¢ i malg ilogé plemnikéw (Nanjappa i wsp. 2016,
Endocrinology). Ponadto, w przypadku blonowego receptora estrogenowego Autorka podaje
obie nazwy GPR30 i GPERI, ale w przypadku receptorow ERa 1 ERf nie uzupeinia ich
obecnie obowigzujacymi ESR1 i ESR2. Rozdzial Materiat i Metody nie zostal uwzgledniony
W opisie prac stanowigcych podstawe rozprawy doktorskiej. Jednak po lekturze prac

oryginalnych nasuwaja si¢ nastgpujace pytania:



i,

iii.

Dlaczego nie izolowano frakeji komérkowych np. blonowej, jadrowej,

cytoplazmatycznej? W ten sposob mozna ustali¢ lokalizacjg receptoréw w komérce

i posrednio zweryfikowaé mechanizmy ich dziatania.

Czy pozywka hodowlana zawierata czerwien fenolowa? Jeszeze do niedawna czerwien

fenolowa dziatata jak agonista receptoréw estrogenowych, co bytoby niepozadane

podczas badan z uzyciem E2 czy ligandéw receptorow estrogenowych,

Na jakiej podstawie wybrano stezenia G1 i G15 i dlaczego zastosowano ICI 182,780,

a nie MPP (selektywny antagonista ERo) i PHTPP (selektywny antagonista ERB)?

Obecnie wiadomo, ze ICI 182,780 nie tylko antagonizuje ERo. i ERB, ale rowniez dziata

jak agonista receptora GPER1, a wiec dziata nieselektywnie.
Odnosnie Wynikéw, ekspresja mRNA zmienia sie bardziej dynamicznie niz poziomy bialka.
Biatku zwykle blizej do funkcji niz mRNA. Troche szkoda, ze poza 1 wyjatkiem
(Supplementary data w Szwejser i wsp. 2017, Fish Shellfish Immunol) brakuje ilosciowych
danych na temat zmian w poziomie biatka receptorow estrogenowych i aromatazy. W pracy
Szwejser i wsp. 2017, Develop Comp Immunol, Fig. 9, stezenie ICI 182,780 wydaje sie
niewlasciwe, poniewaz wywohije efekt taki sam lub zblizony do efektu dziatania E2. Nie
widzimy i nie powinni$my nawet oczekiwaé oslabienia efektu dziatania E2 pod wptywem ICI
182,780. Przypuszczalnie obserwowany efekt ICI 182,780 wynika z braku selektywnego
dziatania tej substancji tj. antagonizowania receptoréw estrogenowych ERa i ER(, lecz
pobudzenia receptora GPER. Brak syntetycznego Podsumowania sprawia, ze Wnioski czyta
si¢. w pewnym oderwaniu od wynikéw. Poczucie niepewnosci poteguje niejasne
sformutowanie np. 5. Wniosku: ,,Stres unieruchomienia obniza ckspresje genow kodujacych
aromatazg¢ cytochromu P450 i wptywa na obnizenie poziomu 17f-estradiolu produkowanego
w tych komoérkach”. Jakie komorki Autorka ma na mysli? Czy chodzi 0 monocyty? Na pewno
bardzo pomocny bylby schemat ilustrujacy najwazniejsze odkrycia Autorki rozprawy.
W tekscie opisu prac oryginalnych znalazly si¢ drobne bledy 1 niejasnosci: str. 5, wiersz 25;
powinno by¢ narzadami limfatycznymi, str. 6, wiersz 1 powinno by¢ obecnosci, str. 9,
wiersz 10-11; powinno by¢ zwigzania sic kompleksu ligand-receptor z motywem ERE, str.
14, 1 wiersz pod Ryc. 2; Niezrozumiale stwierdzenie: »Wigkszos¢ doniesien wskazuje na
obecno$¢ GPER-1”. Jest to stwierdzenie na poziomie ogdlnosci bardzo odleglym od
przedmiotu badan; W Streszczeniu i we Wstepie uzywano w nadmiarze przecinkéw przed
wyrazem ,,0raz”, natomiast nie uzywano wystarczajgco czesto przecinkow przed wyrazeniem
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PODSUMOWANIE i WNIOSEK KONCOWY

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska stanowi istotny wkiad w identyfikacje
mechanizméw oddziatywania uktadu endokrynnego na ukfad odpornosciowy ryb. Szczegolna
wartos¢ wykonanych badan polega na ustaleniu specyficznych zaleznosci miedzy receptorami
estrogenowymi i enzymem aromatazy cyt. P450 a komoérkami ukladu odpornosciowego.
Z badan objetych praca doktorska wynika, ze leukocyty karpia wykazujg ekspresje
receptorow estrogenowych ERo, ERB i GPR30 oraz aromatazy cyt. P450, zaréwno na
poziomie genu, jak i biatka. Interesujace jest odkrycie, w mysl ktorego stres unieruchomienia
obniza ekspresj¢ genow receptoréw estrogenowych i aromatazy m.in. w podwzgorzu,
natomiast stymuluje ekspresje genow era, gpr30 i cypl9a w nerce glowowej. Wzrost
ekspresji genéw era i cypl9a idzie w parze ze wzrostem poziomu bialek ERq i Cypl9a
w leukocytach krwi obwodowej, co jest odwrotnie skorelowane ze spadkiem poziomu
17B-estradiolu w surowicy krwi w odpowiedzi na stres. Autorka sugeruje, ze obnizenie lub
brak ekspresji receptora estrogenowego ERB w leukocytach krwi obwodowej i czesei
limfocytow nerki glowowej moze mie¢ zwigzek ze stopniem dojrzalosci komorek
i redystrybucja leukocytow podczas stresu. Na uwage zastuguje rowniez udzial receptora
estrogenowego GPR30 w stymulowanej przez estradiol produkcji ROS, co Autorka stusznie
wiaze z szybkimi efektami dziatania estrogendw. Autorka wlozyla wiele pracy w wykonanie
licznych do$wiadczen oraz czasochfonnych pomiaréw i analiz. Wyniki uzyskane przy uzyciu
nowoczesnych metod i technik badawczych sg wysoce oryginalne.

Rozprawg doktorskg Pani mgr Ewy Szwejser oceniam bardzo wysoko, a uwagi
krytyczne nie umniejszaja merytorycznej oceny pracy. Rozprawa doktorska mgr Ewy
Szwejser pt. ,Badania udziatu jadrowych i blonowych receptorow estrogenowych oraz
aromatazy cytochromu P450 w regulacji reakcji odpornosciowej karpia (Cyprinus carpio L.)”
spelnia wymagania okreslone w artykule 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o Stopniach
Naukowych i Tytule Naukowym oraz o Stopniach i Tytule w zakresie Sztuki (Dz. Ustaw
22003 1., Nr 65 poz. 595., Dz. Ustaw z 2005 r., Nr 164, poz. 1365, Dz. Ustaw z 2011 r.,
Nr 84, poz.455). Wnioskuje o dopuszcezenie mgr Ewy Szwejser do dalszych etapow przewodu

doktorskiego.

Krakow, 29 grudnia 2017 Majgorzata/Kajta A



