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OCENA

rozprawy doktorskiej mgr Elwiry Smolinskiej pt. ”Molekularny mechanizm
dzialania genisteiny w aspekcie jej potencjalnego zastosowania w leczeniu
luszezycy”

przygotowanej w Katedrze Biologii i Genetyki Medycznej Wydziatlu Biologii
Uniwersytetu Gdanskiego pod kierunkiem Pani Profesor Magdaleny Gabig-
Ciminskie;j.

Skéra jest najwiekszym narzgdem organizmu ludzkiego stanowigcym barierg
ochronng, a o skutecznosci jej funkcjonowania decyduje naskorek. To
wielowarstwowa tkanka nablonkowa podlegajagca ciaglej przebudowie,
warunkowanej intensywng proliferacjg i réznicowaniem komorek. Scista kontrola
tych proceséw jest niezbedna dla zachowania jej homeostazy, a jej zaburzenie
implikuje wiele schorzen, w tym zmian takze o charakterze przewleklym,
powodujagcym duzy dyskomfort zycia i czgsto mu zagrazajacym. Jednym z
przyktadéw przewlektych —choréb skéry wywotanych —zaburzeniem w
funkcjonowaniu uktadu odpornosciowego jest tuszczyca. Zmiany skoérne, jakimi
manifestuje sie ta choroba sg skutkiem aktywnosci limfocytéw T naciekajacych
tkanke i wydzielajacych cytokiny tj.: TNF-a, I1I-6, -8, -17, -19, -23, ktore
indukuja nasilong proliferacje keratynocytéw, nieprawidtowe réznicowanie i
stratyfikacje naskorka. Proponowane schematy leczenia tej choroby poprzez
dziatania immunomodulacyjne i antyproliferacyjne, prowadza jedynie do
tagodzenia jej objawéw, zatem poszukiwanie nowych terapii jest jak najbardziej
zasadne. Dla opracowania nowych strategii terapeutycznych tuszczycy stosuje sig
rézne modele in vitro i in vivo, ktére w mniej lub bardziej precyzyjny sposob
nasladuja proces zapalny w naskorku, dlatego wcigz prowadzone sg badania nad
opracowaniem prostego, powtarzalnego, dobrze zwalidowanego modelu.

Przedstawiona mi do oceny dysertacja Pani mgr Elwiry Smolinskiej $wietnie
wpisuje sie w ten nurt badan i jest bardzo dobrym przykladem kompleksowego
podejscia do zagadnienia badania wplywu genisteiny na procesy komdrkowe w
modelu tuszczycy. Flawonoid ten ma dziatanie plejotropowe, a jesli chodzi o
skore to jest uwazany za regulator odpowiedzi zapalnych. Jest silnym inhibitorem
wytwarzania czynnikéw prozapalnych przez makrofagi i komoérki $rédbtonka,
dziata takze antyproliferacyjnie, stad zbadanie mechanizmu dziatania tego leku w
komérkowym modelu tuszczycy, dla potencjalnego zastosowania w terapii,
ktérego podjeta w swej rozprawie Doktorantka jest w pelni uzasadniony.
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Podczas realizacji swojej pracy doktorskiej Pani mgr Smolifiska dokonata rzetelnego
przegladu literatury dotyczacej modeli wykorzystywanych w badaniach tuszezycy. W oparciu
o zdobyta wiedze i do$wiadczenia zaproponowata nowy oryginalny model in vitro. Z kolei
wykorzystujac ten model podjela badania w celu okreslenia mechanizmu dziatania genisteiny.
Dopelnieniem tych eksperymentow byta analiza wynikéw badania klinicznego, ktérym objeci
byli chorzy na tuszczycg plackowatg leczeni genisteing.

Praca stanowi zbi6r trzech opublikowanych prac, ktérych Pani mgr Smolinska jest wiodacym
autorem. Stanowig one sp6jng cato$é, co jest zgodne z art. 13 pkt 2 ustawy o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. 2003 Nr 65
poz. 595 z pdzniejszymi zmianami, to jest z zapisem mowigcym, ze rozprawa doktorska moze
mieé forme , (...) spdjnego tematycznie zbioru artykuléw opublikowanych lub przyjetych do
druku w czasopismach naukowych (..)”. Wszystkie prace zostaly opublikowane w
recenzowanych czasopismach o zasiggu migdzynarodowym (sumarycziny wspotczynnik
oddziatywania IF = 7,86).

Poniewaz wszystkie publikacje wechodzace w sktad rozprawy doktorskiej sg wieloautorskie,
na koficu rozprawy zamieszczono o$wiadczenia wspotautoréw o ich wkladzie w powstanie
prac. Wedtug o$wiadczen wspétautoréw Pani mgr Ewelina Smolinska jest giéwnym autorem,
wykonata wickszg cze$é¢ doswiadczen w prezentowanych artykufach, brata czynny udzial w
fazie planowania, interpretacji i opracowywania wynikéw oraz pisania manuskryptow.

Gdy rozprawe doktorska stanowig opublikowane prace recenzent ma znacznie ulatwione
zadanie, albowiem publikacje juz zostaty poddane wnikliwej ocenie przez wskazanych przez
redakcjg, w ktérej interesie jest utrzymanie wysokiego rankingu czasopisma, niezaleznych
recenzentow bedacych specjalistami w danej dziedzinie. Bioragc pod uwage pozytywna oceng
publikacji przez niezaleznych redaktoréw, recenzentéw i dotgczajac do tego wlasng oceng nie
mam merytorycznych zastrzezen do ich formy i zawarto$ci.

Publikacje poprzedzone sg obszernym omoéwieniem wynikéw w nich zaprezentowanych (w
jezyku angielskim i polskim).

Pierwsza praca ma charakter przegladowy 1 stanowi $wietne, bardzo informatywne
kompendium wiedzy na temat dostgpnych modeli wykorzystywanych w badaniach nad
luszczyca. Autorka dokonata gruntownego przegladu literatury, co pozwala sadzi¢ ze
szezegdlowo zaznajomila sie z aktualng wiedza dotyczacg badan nad tuszezyca.

Praca zatytutowana ,, Models in the research process of psoriasis” zostata opublikowana w
2017 roku w czasopi$mie International Journal of Molecular Sciences, ktérego wspétezynnik
oddziatywania wynosi 3,7. Autorka brata udzial w pisaniu manuskryptu i przygotowaniu
oprawy graficznej. W publikacji zostaty oméwione obecnie wykorzystywane w badaniach
luszezycy modele in vitro, ex vivo 1 in vivo. Przedstawiono wady 1 zalety poszczegdlnych
modeli. Ztozone modele in vitro konstruowane w oparciu o kokultury komérek naskérka i
komoérek ukladu odpornoéciowego coraz wierniej oddaja rzeczywiste zaleznosei i
oddziatywania komorkowe w zmienionej chorobowo tkance, sa jednak trudne do
zwalidowania. Proste modele tworzone s3 w oparciu o jeden typ komoérek — keratynocyty
ludzkie, stymulowane cytokinami prozapalnymi dla nasladowania stanu zapalnego
charakterystycznego dla przebiegu tuszczycy tj.: IL-1a, IL-6, 11-17A, 11-22, TNF- a, NF«B,
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IFN—y, OSM. Ze wzgledu na trudnosci w hodowli keratynocytéw izolowanych z naskorka
tuszezycowego i duza zmienno$¢ w hodowlach prawidlowych keratynocytow wykorzystuje
sie uniesmiertelniong lini¢ komorek naskérka ludzkiego HaCaT. Pomimo pewnych mutacji w
genomie, komérki HaCaT zachowuja zdolnosé do proliferacji i réznicowania oraz maja
zdolno$¢ do tworzenia wielowarstwowych naskérkéw, chociaz w kontekdcie ekspresji
cytokeratyn, profil réznicowania jest nieco odmienny. Istniejg jednak doniesienia Sobolewa i
wspblpracownikéw z 2014 1., ktére Doktorantka cytuje w swojej publikacji, iz w odr6znieniu
od prawidtowych keratynocytéw, komorki tej linii nie odpowiadajg na stymulacje niektorymi
cytokinami prozapalnymi dominujacymi w przebiegu tuszczycy, tj. TNF-a, IFN-y, IL-17.
Doktorantka w swojej dysertacji wykorzystata komoérki HaCaT do stworzenia nowego
modelu tuszczycy in vitro, dla weryfikacji ktérego badata zmiany w ekspresji wybranych
markeréw réznicowania. Do stymulacji komoérek HaCaT w swoim modelu tuszczycy Pani
Smolinska wykorzystata II-1A, II-17A, 11-22, OSM i TNF- a.. Czy moge prosi¢ o wyjasnienie
dlaczego taka wiasnie kombinacja cytokin zostata wybrana do stymulacji?

Doktorantka w streszczeniu swojej dysertacji, na str. 17 pisze ,,Walidacja otrzymanego 2D
tuszezycowego modelu (...) opierala si¢ na (...) analizie genéw bedacych: i) markerami
roznicowania keratynocytéw, tj. KRT10, ktdrego poziom ekspresji jest podwyziszony ze
wzgledu na silng hyperproliferacje, towarzyszaca stanom zapalnym skoéry. — Czy moge prosié
0 komentarz do tego zdania?

W drugiej, obszernej pracy zatytutowanej ,, Molecular action of isoflavone genistein in the
human epithelial cell line HaCal> opublikowanej w ubiegtym roku w czasopi$mie PLoS
ONE (IF 2,8) Autorka przedstawia wyniki badan mechanizmu dziatania genisteiny na
keratynocyty ludzkie w modelu tuszezycy, ktéry w tej whasnie publikacji zostat opisany i
zwalidowany. Doktorantka jest pierwszym autorem tej pracy, wykonata zdecydowang
wigkszo$é eksperymentéw i analiz. W tym miejscu pragne podkresli¢ szeroki panel metod
biologii molekularnej, jaki opanowata p. mgr Smolinska i wykorzystata w swoich badaniach,
od prowadzenia hodowli komorek, ilosciowy PCR w czasie rzeczywistym, analizy danych
mikromacierzowych, cytometrii przeptywowej, po mikroskopig fluorescencyjng, testy ELISA.
Uzycie tak urozmaiconych, lecz wzajemnie komplementarnych metod bardzo dobrze
$wiadezy o warsztacie badawczym Doktorantki. Ich opis jest jasny i dokladny, stwarzajacy
mozliwo§¢ powtérzenia opisywanych do$wiadczen, oczywiscie przez osobg dysponujaca
odpowiednim sprzgtem i wiedzg.

W swoich badaniach mgr Elwira Smolifiska analizowata wplyw genisteiny na ekspresje
genéw w komorkach HaCaT. Za pomocg mikromacierzy oligonukleotydowych zbadala
zmiany w ekspresji 25000 genéw w komorkach po zadziataniu genisteiny.

Wykonata analizy ontologiczne identyfikujace szlaki oraz procesy komoérkowe modulowane
na poziomie transkryptomu przez genisteing. Wsréd  struktur  komorkowych
charakteryzujacych sie najwieksza liczbg genéw o zmienionej ekspresji wskazala na
przedziaty wewnatrzkomérkowe oraz jadrowe. Wykazata takze, ze dwa szlaki sygnalizacyjne
zaangazowane w utrzymanie homeostazy w naskorku i rozwoj luszezycy — zwigzany z
receptorami aktywowanymi ptzez proliferatory peroksysoméw oraz z receptorami

Stmnag



wewngtrzkomérkowymi NOD-podobnymi, podlegaja najsilniejszej modulacji pod wptywem
genisteiny. Szacunkowy charakter badan z wykorzystaniem mikromacierzy wymusit
konieczno§é weryfikacji ilosciowej dla potwierdzenia uzyskanych wynikéw, kiora
Doktorantka przeprowadzita metodg PCR w czasie rzeczywistym.

Cho¢, jak weze$niej wspomniano, za przebieg luszczycy odpowiadajg cytokiny prozapalne
wydzielane przez limfocyty T, to réwniez pobudzone keratynocyty wykazujg ekspresjg genow
kodujacych biatka uczestniczace w procesie zapalnym oraz wydzielajg cytokiny i czynniki
wzrostu. Na podstawie listy genéw przygotowanej w oparciu o dane z bazy KEGG oraz
AmiGO Doktorantka przeprowadzita szczegélowa analize poziomu ekspresji 90 gendw w
keratynocytach, ktérych produkty zaangazowane sg w mechanizm tuszczycy, oraz szlakow,
ktérych dysfunkcja jest odpowiedzialna za proces zapalny w naskérku. Szczeg6towa analiza
uzyskanych wynikéw wykazala, iz genisteina wplywa na ekspresjg licznych gendow
zwiazanych z luszczyca. Zidentyfikowano geny kodujgce biatka, ktore uczestniczg w
przekazywaniu sygnalu za posrednictwem $ciezek sygnalizacyjnych kinaz MAP, rodziny
czynnikéw  transkrypeyjnych FOXO, metabolizmu kwaséw thiszczowych, cyklu
komorkowego i szlakéw metabolicznych.

W kolejnym etapie badaf Doktorantka sprawdzita, jakie mechanizmy dzialania genisteiny
odpowiedzialne sg za zmiang fenotypu komérek HaCaT w modelu tuszczycy. Cytokiny
biorace udziat w reakcji zapalnej w skorze pozostajg pod kontrolg czynnika transkrypeyjnego
NF«B, stad ekspresje tego czynnika poddata analizie. Po zastosowaniu genisteiny stwierdzita
obnizony poziom fosforylacji NFkB i jego translokacji do jgdra komoérkowego. Za
aktywowanie NF«xB odpowiada $ciezka sygnatowa z udziatem PI3K/AKT. Przeprowadzone
przez doktorantke badania nie ujawnily zmian w aktywacji tej Sciezki po podaniu genisteiny,
dlatego — jako ze czynnik transkrypcyjny NF-kB jest wrazliwy na zmiany stanu redox w
komérce - zwrécita uwage na $ciezke sygnatowa ROS/NFxB i wykazata, ze genisteina
powoduje redukcje akumulacji reaktywnych form tlenu w keratynocytach, ktore jednoczes$nie
wydzielaty istotnie mniej cytokin prozapalnych, tj. 11-8, 11-20, CCL2.

Wyniki badan in vitro wskazujgce jednoznacznie na przeciwzapalne dziatanie genisteiny w
modelu tuszczycy sklonity Doktorantke do przeprowadzenia analizy wynikéw badania
klinicznego, ktérym objeci byli chorzy na tuszczycg plackowatg leczeni genisteina.

Celem tego badania byto sprawdzenie bezpieczefistwa stosowania genisteiny, jej tolerancji,
dzialania farmakodynamicznego i skutecznosci w leczeniu tuszczycy. Mimo, ze badania
przeprowadzone przez klinicystow na 90-osobowej grupie pacjentow nie wykazaly
skuteczno$ci dzialania genisteiny, to u czterech pacjentéw odnotowano pewng regresje
fenotypu tuszczycowego.

Analiza poziomu transkryptéw w bioptatach skory i krwi obwodowej pobranej od tych
czterech pacjentéw wykazata zmiany w poziomie transkrypcji genow kodujacych mediatory
przeciwzapalne i przeciwluszczycowe po zastosowaniu genisteiny. Na liscie genéw znalazto
sic 10 transkryptéw, ktore ulegaly modulacji réwniez w eksperymentach prowadzonych
wezedniej na modelu in vitro. Rozwazania dotyczace oceny modulacji ekspresji genéw
zaangazowanych w stan zapalny w luszczycy w materiale pochodzacym od czterech
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pacjentow sklonity Autorke do wysnucia wniosku o mozliwosci wykorzystania genisteiny
jako $rodka przeciwzapalnego w leczeniu tuszczycy.

Wyniki tych analiz Doktorantka opisata w trzeciej, wchodzacej w sktad rozprawy doktorskiej
pracy, opublikowanej w Acta Biochimica Polonica (IF 1,46).

Po lekturze tej pracy nasuwa sie ogoélna refleksja potwierdzajaca potrzebe opracowywania
terapii zindywidualizowanej, opartej na wnikliwej diagnostyce molekularne;.

Podsumowanie

Publikacje bedgce podstawa niniejszej rozprawy doktorskiej maja znaczenie zar6wno
poznawcze, jak i aplikacyjne.

Pani mgr Elwira Smolifnska opracowata nowy model badawczy dla analizy mechanizméw
lezacych u podstaw tuszezycy i wykorzystata go do zbadania efektu dziatania genisteiny na
funkcje i fenotyp keratynocytéw. Bardzo waznym wynikiem badan Doktorantki jest
wskazanie na inhibicyjny charakter genisteiny w $ciezce sygnatlowej ROS/NF«B.

Wyniki zaprezentowanych badan przyczynity si¢ do lepszego zrozumienia mechanizméw
lezacych u podstaw patogenezy tuszczycy, a takze wskazujg na mozliwosci wykorzystania
genisteiny w terapii tej jednostki chorobowej. Mam nadzieje, ze badania bedg kontynuowane,
by¢é moze — do czego zach¢cam - z wykorzystaniem modelu prawidlowych ludzkich
keratynocytow i przyczynig si¢ do wypracowania nowych strategii terapeutycznych w
leczeniu chordb skory o podiozu zapalnym.

Na podstawie oceny indywidualnego wktadu pracy Pani mgr Elwiry Smoliniskiej w powstanie
publikacji wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej stwierdzam, ze przedstawiona mi do
recenzji praca spetnia wszystkie wymagania stawiane rozprawom doktorskim okreslone w
artykule 13 ust.1 ustawy z dnia 14 marca 2003 o tytule naukowym i stopniach naukowych
oraz o tytule i stopniach naukowych w zakresie sztuki (Dz.U. Nr65, poz595, wraz z
pOzniejszymi zmianami). okre$lone w art.13 Ustawy z dnia 14 marca 2003r. o stopniach i
tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U.z 2017 r. poz. 1789).
Zgodnie z ustawa, przedstawiona rozprawa stanowi oryginalne rozwigzanie problemu
naukowego, wykazuje og6lng wiedz¢ teoretyczng kandydata oraz umiejgtno$¢ samodzielnego
prowadzenia pracy naukowej. Wnoszg zatem o dopuszczenie przez Wysoka Rade Wydziatu
Biologii Uniwersytetu Gdanskiego Pani mgr Elwiry Smolifiskiej do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.

Ponadto, biorgc pod uwage wysokg warto$¢ naukowa przedstawionej mi do recenzji rozprawy
doktorskiej wnioskuj¢ o jej wyrdznienie.
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