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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Elwiry Smolinskiej pt. ,,Molekularny
mechanizm dzialania genisteiny w aspekcie jej potencjalnego zastosowania w leczeniu
tuszezycy”, napisanej pod kierunkiem Pani prof. dr hab. Magdaleny Gabig-Ciminskiej.
Recenzja opracowana na zlecenie Rady Wydzialu Biologii Uniwersytetu Gdanskiego.

Praca doktorska Pani mgr Elwiry Smolinskiej pt. ,,Molekularny mechanizm dziatania
genisteiny w aspekcie jej potencjalnego zastosowania w leczeniu tuszczycy™, zostata wykonana
w Katedrze Biologii i Genetyki Medycznej Uniwersytetu Gdanskiego pod kierunkiem Pani
prof. dr hab. Magdaleny Gabig-Ciminskiej. Podstawa pracy stanowia trzy publikacje: jedna
przegladowa oraz dwie oryginalne. Autorka przedstawila na wstepie pracy doktorskiej
streszczenie w jezyku polskim i angielskim, nastepnie umiescita trzy publikacje
oraz o$wiadczenia wspotautorow. W streszczeniu zostaly omdwione podstawy etiopatogenezy
luszczyey, glowne wyniki badan zawartych w publikacjach wchodzacych w sktad pracy
doktorskiej oraz wnioski. Autorka jako gtowny cel pracy przedstawita okreslenie mechanizmu
dziatania genisteiny w kontekscie modulacji proceséw komoérkowych dla potencjalnego jej
zastosowania w terapii tuszezycy. Temat podjety przez Doktorantke jest niezmiernie istotny z
uwagi na fakt, iz tuszczyca wcigz pozostaje ogromnym problemem iwyzwaniem dla
wspodlczesnej medycyny, biotechnologii a takze przemystu farmaceutycznego. Wynika to w
duzej mierze ze zlozonego mechanizmu rozwoju i przebiegu klinicznego tego schorzenia.
Luszczycy towarzysza zmiany skorne zwigzane m. in. z hiperproliferacja 1 zaburzeniami
roznicowania keratynocytdéw, naciekiem zapalnym oraz tworzeniem nieprawidtowych naczyn
krwionosnych w skorze. W proces chorobotworczy zaangazowanych jest wiele rodzajow
komdrek, w tym keratynocyty, fibroblasty oraz komarki uktadu immunologicznego (limfocyty,
monocyty). Genisteina jako flawonoid o cze$ciowo przebadanych juz wihasciwosciach, moze
potencjalnie stanowi¢ alternatywe lub uzupelnienie klasycznego leczenia tuszczycy. Genisteina
posiada bowiem udowodnione przez innych Autordw wlasciwosci przeciwzapalne,

antyproliferacyjne, a takze hamuje angiogenez¢ oraz wplywa na metabolizm komorkowy.
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Pierwsza publikacja (poglqdoWa} .Models in the Research Process of Psoriasis”,
opublikowana w 2017 roku w International Journal of Molecular Sciences zawiera przeglad
metod i modeli, ktore mogg by¢ wykorzystane do badania proceséw zachodzacych podczas
przebiegu tuszczycy, a takze do oceny dzialania zwiazkéw, potencjalnych lekow
przeciwluszczycowych. Praca zawiera rdwniez podstawowe informacje na temat
etiopatogenezy luszczycy, a szczegdlnie roli uktadu immunologicznego w rozwoju i przebiegu
klinicznym tego schorzenia. W pracy szczegdtowo omdwiono réznice migdzy modelami in
vivo oraz in vitro. Zwrocono uwage na ograniczenia modeli zwierzecych i trudnosci w
przenoszeniu wynikow doswiadczen z udzialem zwierzat na praktyke kliniczna. W publikacji
przedstawiono modele in vitro, w tym model rekonstrukeji skéry 2D z wykorzystaniem
keratynocytéw pobranych od pacjentow, jak réowniez transformowanej linii komorkowej
HaCaT. Omoéwiono rowniez genetycznie modyfikowane modele mysie, w ktorych
odpowiednie geny ulegajg nadekspresji lub wyciszeniu przez zaindukowanie w nich mutacji.
Opisano takze mozliwoséci ksenotransplantacji skory. Publikacja ta moze mie¢ duze znaczenie
dla zespotdéw badawczych, ktore zglebiaja patomechanizm tuszczycy, a szczegdlnie oceniajg
dziatanie nowych zwigzkdw, potencjalnych lekow przeciwko tuszczycy. Nalezy w tym miejscu
dodaé, iz wybdr modelu badawczego ma kluczowe znaczenie dla wlasciwej oceny dziatania
nowo opracowywanych potencjalnych lekow. Tym bardziej nalezy doceni¢ dokladne

omoéwienie przez Autordw roznych mozliwosei badania zwigzkow przeciwluszezycowych.

W drugiej pracy (oryginalnej) ,,Molecular action of isoflavone genistein in the human
epithelial cell line HaCaT” opublikowanej w 2018 roku w PLoS One, Doktorantka (pierwszy
Autor) wraz z zespotem, przedstawita proponowany mechanizm dziatania genisteiny na ludzkie
komdrki HaCaT w modelu indukowane;j in vitro tuszezycy. W pracy zastosowano szereg metod
badawczych takich jak: testy Zzywotnosci komorek, bezposrednie i posrednie stymulacje
komorek in vitro (linia keratynocytéw HaCaT oraz linia monocytarno-makrofagowa THP-1),
analizg ilosciowa metoda RT-PCR, badania fosforylacji kinazy PI3K oraz aktywacji czynnika
transkrypcyjnego NF-xB, pomiary reaktywnych form tlenu (ROS) oraz testy ELISA.
Doktorantka wykazata w pracy, iz genisteina wplywa na zmiane ekspresji szeregu gendéw
w linii komorkowej HaCaT (tacznie oceniono poziomy ok. 2500 transkryptéow). Czg¢sé z tych
gendéw bierze takze udzial w naturalnym przebiegu tuszezycy i, co wazne, moze byé

potencjalnie celem dla terapii tuszczycy. Niektore z tych genow pokrywaja sie z genami
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przebadanymi przez zespot wezesniej, wykorzystujace jako model badawezy ludzkie fibroblasty

(CEBPD, EIF5, HMOXI, HSPEI, IL8, KPNA2). Przedstawione analizy ontologiczne

wykazaly, iz pod wplywem genisteiny zmianie uleglty m. in. szlaki zwiazane z receptorami
PPAR oraz receptorami NOD. Szlaki te sa zaangazowane w utrzymanie prawidlowej
rownowagi w naskorku, a ich deregulacja zachodzi w skérze pacjentéw z tuszczyca. W pracy
wykazano rowniez, iz genisteina hamuje proliferacje keratynocytow. Waznym elementem tej
pracy bylo zastosowanie modelu, ktéry w znacznym stopniu imituje zachowanie komdrek
pochodzacych od pacjentow z tuszezyca. W modelu tym wykorzystano keratynocyty linii
komorkowej HaCaT oraz komoérki linii THP-1 stymulowane przez grupe czynnikow (IL-1A,
IL-17A, IL-22, OSM, TNF-a, LPS). Walidacja modelu opierala si¢ na analizie ekspresji
wybranych genéw, ktérych profil ekspresji zmienia si¢ w komoérkach pacjentow z tuszezyca
(KRT10, LOR, S10047, AI0049). W pracy wykazano, iz stosowane warunki hodowli
(stymulacja cytokinami i genisteina) powodujg zmiang w ekspresji 63 genéw, ktére zostaly
pogrupowane na 3 tzw. klastrow. Autorzy wykazali rowniez zahamowanie fosforylacji oraz
translokacji czynnika transkrypcyjnego NF-kB pod wplywem genisteiny. Ponadto
zaobserwowali redukcje tworzenia reaktywnych form tlenu oraz niektorych cytokin (IL-8, TL-

20, CCL2) pod wplywem genisteiny.

W trzecie] publikacji (oryginalnej) ..Genistein modulates gene activity in psoriatic
patients” ukazane] w 2019 roku w Aecta Biochimica Polonica, Autorka przedstawila wyniki
molekularne pochodzace z badan klinicznych. Na badania te uzyskano zgode komisji
bioetyczne] oraz zarejestrowano je w Centralnej Ewidencji Badan Klinicznych (CEBK).
Badania przeprowadzono zgodnie z Deklaracjg Helsinsks. Doktorantka w streszezeniu pracy
doktorskiej podala, iz badanie kliniczne obejmowalo 34 pacjentow u ktorych jednak nie
zaobserwowano znaczgcej poprawy klinicznej za wyjatkiem wynikow ogolnej oceny lekarskiej
(PGA, Physician Global Assessment). Nie zaobserwowano natomiast, zadnych powaznych
dziatan niepozadanych genisteiny. Publikacja oryginalna przedstawia poziomy wybranych
transkryptéw w platach skory i komorkach krwi obwodowej czterech pacjentdéw z tuszezyca
leczonych przez 56 dni genisteing (podawanie doustne). W pracy zdecydowano si¢ zbadad
64 gendw, ktorych produkty bialkowe zaangazowane sg metabolizm, aktywnosé
przeciwbakteryjng, roznicowanie keratynocytéw, powstawanie naczyn krwionos$nych

i produkeje cytokin. W przypadku skory 1 krwi obwodowe] zaobserwowano modulacje
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ekspresji niektdrych genéw zaangazowanych w proces:y zapalne np. CCL4, CXCL10, IL1A,
IL6. Zmiana w ekspresji tych gendw przebiegala jednak roznie u badanych pacjentow (roznice
mie¢dzy pacjentami). Z uwagi na niewielka liczba ocenionych pacjentdw nalezy te wyniki
traktowaé z duzg ostroznoscig. U czgsci pacjentow zaobserwowano jednak obniZenie
wskaznikoéw nasilenia choroby tj. PASI (Psoriasis Area Severity Index) oraz BSA (Body

Surface Area).

Doktorantka przedstawita w o§wiadczeniach swoj wkiad w opisane prace, ktory polegal
gtdwnie na prowadzeniu hodowli komoérkowych in vitro keratynocytow oraz monocytow,
izolacji RNA z kultur komdrkowych, przeprowadzeniu reakeji odwrotnej transkrypcji oraz
reakcji qRT-PCR, wykonaniu analizy danych mikromacierzowych, oszacowaniu
cytotoksycznodei genisteiny, oznaczeniu poziomu reaktywnych form tlenu, oszacowaniu
poziomu cytokin za pomocg testu ELISA, analizie aktywnosci kinazy PI3K, opracowaniu
i walidacji modelu in vitro tuszczycy, przeprowadzeniu homogenizacji materiatu pobranego od
pacjentow oraz izolacji RNA z fragmentow skory oraz komoérek krwi obwodowych, analizie
wynikdéw i opracowaniu graficznym tabel i rycin oraz pisaniu oraz edycji manuskryptow.
Doktorantka byta w trzech przedstawionych publikacjach pierwszym autorem przy czym,
w pierwsze] pracy przegladowej autorem z rownorzednym wkiadem. Autorka nie byta
natomiast autorem korespondencyjnym w zadnej z przedstawionych publikacji. Mimo to,
wkiad Doktorantki w realizacjc przedstawionych badan i przygotowanie publikacji byt
dominujacy. Praca doktorska zostata przjgotowana starannie, tworzy logiczng catosc¢ a wyniki
przedstawione w publikacjach maja duzg wartos¢ naukowa. Nalezy jednak zaznaczy¢, iz
zastosowany model in vitro tuszczycy oparty na transformowanej linii komodrkowej
keratynocytéw HaCaT posiada pewne ograniczenia. Jak pokazaly takze badania kliniczne,
przeniesienie wynikdw in vitro do praktyki klinicznej moze by¢ utrudnione. Stad warto byloby
jednak wzbogaci¢ te badania réwniez o modele in vitro oparte na w komorkach pobranych
bezposrednio od pacjentow ztuszczycg. Odpowiedz komorek pobranych od pacjentdw
luszezycowych moglaby by¢ bowiem odmienna w poréwnaniu do komorek HaCaT. Nalezy
rowniez pamieta¢ ze modele in vifro nie odzwierciedlajg w pelni zlozonych interakcji
miegdzykomorkowych in vivo, ktore odgrywaja szczegdlna role w etiopatogenezie 1 rozwoju

tuszczycy.
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Chciatbym jednak zaznaczy¢, ze w realizacje przedstawionej mi do recenzji pracy
doktorskiej Doktorantka wlozyla ogromy wkiad pracy tworczej i laboratoryjnej. Zarowno
merytoryczna, jak réwniez metodologiczng strong pracy oceniam bardzo wysoko. Autorka
poprawnie sformutowata problem badawczy oraz dobrata odpowiednie metody i narzedzia
badawcze. Przedstawione wyniki moga stanowi¢ nie tylko podstawe do badania ogolnego
mechanizmu dzialania genisteiny, ale rowniez byé cennymi wskazdéwkami dla osrodkow

zajmujacych si¢ opracowywaniem nowych lekow dermatologicznych.

Podsumowujac stwierdzam, iz przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska
Pani mgr Elwiry Smolinskiej pt. ,,Molekularny mechanizm dzialania genisteiny w
aspekcie jej potencjalnego zastosowania w leczeniu luszezyey”, napisanej pod kierunkiem
Pani prof. dr hab. Magdaleny Gabig-Ciminskiej spelnia ustawowe oraz zwyczajowe
wymagania stawiane pracom doktorskim. W zwiazku z tym wnioskuj¢ do Wysokiej Rady
Wydziatlu Biologii Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie Pani mgr Elwiry Smolinskiej
do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Jednoczes$nie z uwagi na wysoki poziom
rozprawy oraz praktyczne mozliwosci zastosowania przedstawionych wynikéw badan,

wnosz¢ do Wysokiej Rady Wydzialu Biologii Uniwersytetu Gdanskiego o wyréznienie

Dr hab. n. med. Michat Pikuta

pracy.



