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Recenzja

rozprawy doktorskiej mgr Krzysztofa Sitko
pt. ,,Rola bialka Hsp90 w atopowym zapaleniu skory”
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Na wstepie cheiatbym zaznaczy¢, ze ocena rozprawy doktorskiej ztozonej z serii artykutow
naukowych stanowi szczegdlne wyzwanie, poniewaz wymaga ponownej oceny prac, ktore
przeszly juz rygorystyczny proces recenzji w specjalistycznych czasopismach naukowych. Gdy
artykuly publikowane s3 w uznanych migdzynarodowych czasopismach, ich wartos¢
merytoryczna oraz jakos¢ metodologiczna zazwyczaj nie podlegaja dyskusji. Tak wtasnie jest
w przypadku rozprawy doktorskiej mgr. Krzysztofa Sitko. W zwigzku z tym moja recenzja
bedzie dotyczy¢ przede wszystkim oceny spojnosci zbioru artykutéw jako jednolitej rozprawy
doktorskiej. Przedstawione przeze mnie komentarze i pytania beda koncentrowac si¢ gtéwnie
na kwestiach, ktére moga pomoc w dalszym rozwijaniu wynikow zaprezentowanych w
rozprawie. Z kolei uwagi krytyczne nalezy traktowac jako wskazowki, ktore mogg okazac sie¢
pomocne w przysztych badaniach realizowanych przez Doktoranta oraz w opracowywaniu
publikacji opisujacych ich wyniki.

Rozprawa doktorska mgr Krzysztofa Sitko ma forme cyklu publikacji 1 obejmuje cztery
spojne tematycznie artykuty oryginalne oraz jeden artykut pogladowy. Pracom tym towarzyszy
wyczerpujace wprowadzenie, jasno sformulowane cele badawcze oraz syntetyczne omowienie
wszystkich publikacji wchodzacych w sktad rozprawy, zakonczone podsumowaniem catosci.
Integralng cze$cia rozprawy sa rowniez o$wiadczenia wspolautorow, jednoznacznie
potwierdzajace wiodaca rolg Doktoranta we wszystkich uwzglednionych publikacjach. Prace
naukowe wchodzace w sklad rozprawy zostaly zrealizowane w ramach grantu OPUS
zatytutowanego ,,Rola biatka szoku termicznego Hsp90 w atopowym zapaleniu skory”
przyznanego prof. dr hab. Stefanowi Tukajowi. Na szczegdlne podkreslenie zastuguje fakt, ze
rozprawa obejmuje az cztery prace oryginalne, w ktorych Doktorant wystepuje jako pierwszy
autor. Tak duza liczba publikacji sktadajacych si¢ na rozprawe¢ doktorska jest rzadko spotykana
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w biologii doswiadczalnej, a znaczenia tego osiggni¢cia nie umniejsza fakt, iz dwie z nich maja
forme krétkich doniesien.

Przedstawiona rozprawa poswigcona jest analizie roli biatka HSP90 w patogenezie
atopowego zapalenia skory (AZS) oraz ocenie potencjatlu terapeutycznego inhibitorow HSP90
(STA-9090 oraz 17-AAQG), z wykorzystaniem zar6wno badan in vitro komoérek pochodzacych
od pacjentéw 1 linii komorkowej keratynocytow, jak i mysiego modelu choroby. Tak szeroki
zakres analiz oraz wynikajgca z niego roznorodno$¢ zastosowanych technik i strategii
eksperymentalnych stanowig modelowy przyktad nowoczesnych badan z zakresu biologii
translacyjnej, ukierunkowanych na taczenie badan podstawowych prowadzonych na poziomie
molekularnym i komérkowym z praktyka kliniczng oraz potencjalnymi zastosowaniami
praktycznymi. W przypadku rozprawy mgr Krzysztofa Sitko obserwacje kliniczne dotyczace
podwyzszonego poziomu zewngtrzkomodrkowego biatka HSP90a (eHSP90a) oraz obecnosci
przeciwcial IgE anty-HSP90a stanowia punkt wyjscia do badan in vivo, analizujacych wptyw
blokowania aktywno$ci HSP90 na procesy zapalne charakterystyczne dla patogenezy AZS.

Spojnos¢ tematyczna cyklu publikacji wchodzacych w sklad rozprawy nie budzi
watpliwosci. Publikacja 1, majaca charakter pracy pogladowej, w sposéb rozbudowany i
wyczerpujacy przedstawia aktualny stan wiedzy dotyczacy roli biatek HSP70 i HSP90 w
autoimmunologicznych chorobach skory, nakreslajac teoretyczne podstawy badan
realizowanych przez Doktoranta oraz uzasadniajac potrzebg zastosowania badan
funkcjonalnych 1 zwierzecych modeli choroby w celu precyzyjnego scharakteryzowania
udziatu tych biatek w patogenezie omawianych schorzefn. Nastgpnie, w publikacjach 2 1 3,
Doktorant przeprowadzit analize stezenia eHSP90a w surowicy pacjentow z AZS, poréwnujac
je zarowno z grupami kontrolnymi, jak 1 m.in. z pacjentami z opryszczkowym zapaleniem
skory. Uzyskane wyniki wskazujg na potencjalng swoistos¢ eHSP90a jako biomarkera AZS.
Obserwacje te, sugerujace zaburzenia funkcji biatka HSP90 w przebiegu AZS, stanowity punkt
wyjscia do badan in vivo nad wplywem hamowania aktywnosci HSP90 w mysim modelu tej
choroby, ktérych wyniki zostaly przedstawione w publikacjach 4 1 5. Badania te wykazaly, ze
blokowanie HSP90 prowadzi do modulacji szerokiego spektrum proceséw zapalnych, co moze
mie¢ korzystne znaczenie w konteks$cie patogenezy AZS.

Cho¢ niniejsze skrotowe podsumowanie wynikéw czterech publikacji oryginalnych
uwzglednionych w rozprawie nie oddaje w pelni zakresu analiz przeprowadzonych przez
Doktoranta, jednoznacznie ukazuje spdjnos¢ koncepcji badawczej oraz konsekwentnie
realizowang sekwencje badan prowadzaca od analiz probek klinicznych o charakterze
opisowym 1 korelacyjnym do doswiadczen funkcjonalnych, wskazujacych na potencjat
inhibitorow HSP90 w modulowaniu procesow zapalnych w skérze dotknigte] AZS.

Niezaleznie od wysokiej oceny merytorycznej publikacji sktadajacych si¢ na rozprawe, a
takze w celu poglebienia 1 poszerzenia zawarte] w niej dyskusji, prosze¢ Doktoranta o
ustosunkowanie si¢ do ponizszych uwag krytycznych oraz o udzielenie odpowiedzi na pytania,
ktore nasuwajg si¢ po lekturze rozprawy:



1)

2)

3)

4)

W publikacjach 2 (Cell Stress and Chaperones 2021) oraz 3 (Frontiers in Medicine 2024)
przedstawiono wyniki analizy stezen biatka eHSP90a w surowicy pacjentéw z AZS (ryc.

1 w obu publikacjach). Cho¢ wyniki zaprezentowano jako analizy niezaleznych kohort

pacjentow réznigcych si¢ liczebnoscig (n = 29 vs n = 31), uwage zwraca bardzo podobna
dystrybucja punktow odpowiadajgcych wysokim stezeniom HSP90 na obu wykresach. W
zwiazku z tym prosze Doktoranta o doprecyzowanie, czy analizowane kohorty byty w petni
niezalezne, czy tez dotyczyly niezaleznych pomiaréw probek pochodzacych z kohort
czeSciowo si¢ pokrywajacych. Alternatywnie, czy w obu publikacjach czg¢éciowo
wykorzystano te same wyniki, ktore postuzyty do odrgbnych poréwnan z innymi grupami
kontrolnymi lub badanymi. Taka praktyka jest oczywiscie dopuszczalna, jednak ponowne
wykorzystanie danych w kolejnej publikacji powinno by¢ jasno zaznaczone i odpowiednio
doprecyzowane w tekscie. Prosze Doktoranta o wyjasnienie tej kwestii.

W publikacji 5 (Scientific Reports 2025) zbadano zmiany poziomu acetylacji HSP90 jako
wskaznik aktywnos$ci tego biatka. W moim odczuciu zarowno w tej publikacji, jak i w
pozostatych czesSciach rozprawy brakuje poglebionej dyskusji tego interesujacego
zjawiska. W zwigzku z tym prosze Doktoranta o rozwinigcie kilku kwestii dotyczacych
tego zagadnienia, w szczegolnosci:

a. na jakiej podstawie zdecydowano si¢ na analiz¢ wylacznie zmian w acetylacji HSP90,
sposrod wielu modyfikacji potranslacyjnych wptywajacych na aktywnos¢ tego biatka?

b. w jaki sposob 17-AAG moze wptywaé na regulacje acetylacji HSP90?

c. w kontekscie przedstawionych w publikacjach 2 i 3 zmian poziomu biatka eHSP90 w
surowicy pacjentow z AZS — czy oznaczenie poziomu acetylacji eHSP90
wystepujacego w surowicy mogloby mie¢ znaczenie biologiczne lub diagnostyczne?

d. jakie biatka reguluja poziom acetylacji HSP90? Czy dostepne sa dane literaturowe
dotyczace zaburzen funkcji tych bialek w AZS? Czy posrednia modulacja aktywnosci
HSP90 poprzez inhibicje enzymow regulujacych acetylacje moglaby stanowic
potencjalng strategi¢ terapeutyczng w AZS?

W doswiadczeniach na linii komérkowej keratynocytow HaCaT zaprezentowanych w
publikacji 5 (Scientific Reports 2025) zbadano wptyw inhibitora HSP90 na komorki
poddane rownoczesnej stymulacji TNFo i IFNy. W pracy brakuje jednak uzasadnienia dla
wyboru takiego modelu aktywacji keratynocytow. Prosze Doktoranta o wyjasnienie, na
czym opieral si¢ dobdr tej konkretnej kombinacji stymulantow oraz dlaczego nie
zdecydowano si¢ na niezalezng analize efektow pojedynczych cytokin, co mogloby
umozliwi¢ rozdzielenie skutkdéw inhibicji HSP90 wynikajacych z blokowania szlakow NF-
kB 1 STAT. Ponadto w sekcji metodologicznej wskazano, ze obie cytokiny stosowano w
stezeniu 10 pg/ml. Proszg o potwierdzenie, czy wartosci te sg poprawne. Podane stezenia
znaczaco przekraczajg dawki powszechnie stosowane w doswiadczeniach in vitro, ktore
zazwyczaj oscyluja w zakresie kilkudziesigciu ng/ml.

Chociaz w dyskusji zawartej w publikacjach 2 1 3 zawarto spekulacje na temat potencjalne;j
roli podwyzszonego poziomu eHSP90 w AZS, zwigzanej m.in. z wptywem na aktywnos$¢
bialek MMP oraz indukcja odpowiedzi humoralnej, w publikacjach opisujacych wyniki
doswiadczen in vivo zabrakto jednak dyskusji dotyczacej mozliwego powigzania dziatania
inhibitorow HSP90 ze zmianami st¢zenia eHSP90 w surowicy. Powstaje zatem pytanie,



czy inhibicja HSP90, zarowno systemowa, jak i miejscowa, moze wptywaé na wydzielanie
eHSP90 do surowicy oraz, jezeli tak, jakie bylyby tego konsekwencje biologiczne. Czy
istnieje techniczna mozliwo$¢ zmierzenia poziomu eHsp90 w surowicy myszy z
indukowanym AZS, traktowanych inhibitorami Hsp90, i czy taki pomiar mogiby
dostarczy¢ istotnych biologicznie informacji? Analogicznie, czy pomiar wydzielania
eHSP90 do pozywek hodowlanych przez komorki (keratynocyty lub komorki
immunologiczne) poddane stymulacji zapalnej i traktowane inhibitorami HSP90 mogiby
dostarczy¢ istotnych informacji? Prosz¢ Doktoranta o krotkie przedyskutowanie tych
kwestii.

Ponizej przedstawiam réwniez kilka uwag krytycznych, ktore mogg stanowi¢ wskazowke

dla Doktoranta w jego dalszej dzialalnos$ci badawczej, natomiast odniesienie si¢ do tych uwag
podczas obrony nie jest konieczne:

1)

2)

3)

Wobec duzej liczby stosowanych testow statystycznych, dobieranych w zalezno$ci od
rodzaju analizowanego zestawu danych oraz ich rozkladu, zasadne jest jednoznaczne
wskazywanie, ktore konkretnie testy zostalty wykorzystane do analizy danych
prezentowanych na poszczegoélnych rycinach. We wigkszosci publikacji Doktorant
ogranicza si¢ do ogolnego wyliczenia zastosowanych metod analizy statystycznej w czgsci
metodologicznej, natomiast na tej podstawie nie jest mozliwa weryfikacja, jakie testy
zostaly uzyte do analizy danych przedstawionych na konkretnych wykresach (w
szczegbdlnosci dotyczy to publikacji zawierajacych rozbudowane ryciny z wieloma
panelami), a tym samym rowniez ocena prawidtowosci ich zastosowania.

Wyniki przedstawione na ryc. 1 1 2 w publikacji 4 (Cell Stress and Chaperones, 2023) nie
obejmujg grupy kontrolnej, w ktérej nie indukowano AZS za pomocg DNCB. Cho¢
porownanie myszy z indukowanym AZS traktowanych inhibitorem HSP90 oraz grupy
kontrolnej otrzymujacej nosnik (vehicle control) jest wystarczajace do oceny skutecznosci
badanego zwigzku w tym modelu, uwzglednienie dodatkowej grupy kontrolnej
pozwoliloby na doktadniejsza ocen¢ intensywno$ci objawow uzyskanych w danym
doswiadczeniu oraz na rozstrzygnigcie, czy dziatanie inhibitora prowadzi do catkowitego
zniesienia objawow choroby, czy jedynie do ich czg$ciowego ograniczenia.

Fragmenty dyskusji w publikacji 5 (Scientific Reports 2025) zawieraja doslownie
skopiowane, kompletne sekwencje opisu wynikow, do ktorych dodano jedynie pojedyncze
zdania z odniesieniami do literatury. Jest to szczegdlnie widoczne w trzecim 1 pigtym
akapicie dyskusji, ktore odnosza si¢ odpowiednio do dos§wiadczen in vitro oraz analiz
mikrobiomu skory. Z kolei szosty akapit dyskusji stanowi doktadng kopi¢ opisu wynikow
analiz mikrobiomu jelitowego przedstawionego w sekcji ,,Topical application of 17-AAG
impacts both skin and gut microbiota in a mouse model of atopic dermatitis” i jest
pozbawiony jakichkolwiek odniesien do literatury. Cho¢ oczywiste jest, ze w dyskusji
nalezy odwotywac¢ si¢ do konkretnych wynikéw zaprezentowanych w pracy, to jednak
odwotania te powinny mie¢ charakter skrotowy i1 stanowi¢ punkt wyjsScia do ich
interpretacji w kontek$cie dostgpnej literatury. Kopiowanie catych fragmentéw opisu
wynikéw do sekcji dyskusji nie jest zgodne z powszechnie przyjetymi standardami
redakcyjnymi. Przedstawiona uwaga ma przede wszystkim charakter techniczny, poniewaz



pozostate fragmenty dyskusji w sposdb wyczerpujacy umiejscawiajg uzyskane wyniki w
szerszym kontek$cie badawczym oraz wskazuja ich potencjalne ograniczenia.

4) Prezentacja wynikoOw analizy western blot przedstawiona w publikacji 5 (Scientific
Reports, 2025) na ryc. 3d w formie wycigtych zdje¢ pojedynczych prazkéw dla kazdego
warunku osobno, cho¢ formalnie dopuszczalna, nie jest rozwigzaniem optymalnym.
Zamieszczone w suplemencie zdjecia oryginalnych skanéw membran, ilustrujgce sposob i
kolejnos¢ natozenia probek, wyjasniajg przyczyny zastosowania takiego zabiegu. Niemniej
jednak w takiej sytuacji preferowanym rozwigzaniem jest wykonanie nowych membran z
wykorzystaniem wybranych probek natozonych w kolejnosci optymalnej z punktu
widzenia prezentacji wynikow w publikacji. Ma to szczegdélne znaczenie w konteks$cie
niskiej jakosci zdjg¢ membran przedstawionych w suplemencie, ktora sprawia, ze
jednoznaczne przypisanie prazkow zaprezentowanych na ryc. 3d do oryginalnych
membran jest bardzo utrudnione.

5) Na ryc. 3 oraz ryc. 6 w publikacji 5 (Scientific Reports, 2025) brakuje informacji
dotyczacych liczby powtorzen eksperymentow (w przypadku doswiadczen prowadzonych
na komorkach HaCaT) lub liczby dawcow, od ktorych pochodzity analizowane komorki.
W sekcji metodologicznej podano co prawda liczbe pacjentéw oraz zdrowych dawcow, od
ktoérych pobrano krew do izolacji PBMC/PMN, a takze catkowitg liczbe pacjentow z
atopowym zapaleniem skory uwzglednionych w badaniach, jednak nie jest jednoznacznie
wskazane, jaka liczba pacjentow lub dawcow zostala faktycznie wykorzystana do analiz
przedstawionych w poszczegolnych panelach tych rycin.

Wskazane powyzej drobne niedociagnigcia nie wptywaja jednak na bardzo wysoka oceng
przedstawionej rozprawy, w ktorej opisano wyniki nowatorskich badan przeprowadzonych z
zastosowaniem szerokiego zakresu metod. Co istotne, tematyka pracy dotyczy schorzenia
dotykajacego duza grupe pacjentdw, ktérego mechanizmy pozostaja nadal nie w petni poznane,
a stosowane strategie terapeutyczne sg nieskuteczne u znaczacej czesci chorych lub wigza si¢ z
powaznymi dziataniami niepozadanymi. Wyniki uzyskane przez Doktoranta nie tylko
poglebiaja wiedze na temat mechanizmow lezgcych u podstaw AZS, lecz majg rowniez istotny
potencjat translacyjny, co znajduje potwierdzenie w udzielonym patencie na zastosowanie
inhibitorow biatka HSP90 w leczeniu AZS u ludzi, ktérego Doktorant jest wspdtautorem.

W zwigzku z powyzszym stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska mgr
Krzysztofa Sitko spelnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r.
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1668 z pdzn. zm.) 1 wnioskuje
do Rady Dyscypliny Nauki biologiczne Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie Pana mgr
Krzysztofa Sitko do dalszych etapdw postgpowania ws. nadania stopnia doktora w dziedzinie
nauk $cistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne.

Jednoczesnie zwracam si¢ do Rady Dyscypliny Nauki biologiczne z wnioskiem o
przyznanie rozprawie wyroznienia ze wzgledu na jej wysoki poziom naukowy, wynikajacy
z kompleksowosci 1 wielowymiarowos$ci przeprowadzonych badan oraz zastosowania
szerokiego wachlarza technik badawczych i modeli eksperymentalnych. Publikacje wchodzace
w sklad rozprawy wnoszg istotny i nowatorski wktad w zrozumienie mechanizméw lezacych u
podstaw patogenezy AZS. Nie tylko wyznaczajg one nowe kierunki badan w tej dziedzinie, ale

5



réwniez tworza solidne podstawy do dalszych badan klinicznych nad nowa strategia

terapeutyczng w AZS.
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