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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Marty Moskot

»Molekularne mechanizmy dzialania flawonoidow na procesy komdérkowe zachodzgce w
ludzkich fibroblastach”.

Podstawg przedstawionej do oceny pracy doktorskiej mgr Marty Moskot sa cztery
oryginalne, do$wiadczalne i stanowiace wspolny cykl tematyczny prace, opublikowane w
doskonalych, anglojezycznych czasopismach naukowych: Journal of Biological Chemistry
(2014; IF ~ 4.6), Scientific Reports (2015; IF ~ 5.5), Metabolic Brain Disease (2015, IF ~ 2.6)
i Molecular and Cellular Biochemistry (2015; IF = 2.4). Laczny IF wymienionych publikacji
wynosi okolo 15, a wiec jest wysoki. Nalezy takze podkreslic, ze dwie najwczesnie]
opublikowane prace sg juz cytowane. Oprocz kopii wymienionych publikacji praca doktorska
zawiera siedmiostronicowy rozdzial zatytutowany ,,Abstract” (napisany w jgzyku angielskim)
i oSmiostronicowy rozdziat ,,Streszczenie”, w ktorych doktorantka wprowadza czytelnika w
przedmiot badan, podaje przestanki do podjgcia badan przedstawionych w pracy doktorskiej,
ukazuje cel pracy oraz dokonuje omowienia 1 dyskusji wynikéw opublikowanych w
zalaczonych pracach.

W pracach opublikowanych w Journal of Biological Chemistry 1 Scientific Reports.
oprocz doktorantki wspotautorami jest jeszcze 9 osob, a w pozostatych dwoch pracach po
pig¢. W kazdej z zalaczonych prac doktorantka jest pierwszym autorem. Poniewaz zalaczone
publikacje sa wieloautoskie integralng czescig pracy doktorskiej sa oswiadczenia doktorantki i
wspolautorow o wkladzie pracy w kazda z zalaczonych publikacji. Zamieszczone
o$wiadczenia wyraznie ukazuja, ze doktorantka wykonala samodzielnie niemal wszystkie
prace doswiadczalne, a wigc: prowadzenie hodowli komorkowych, oczyszczanie RNA,
prowadzenie ilosciowej reakcji RT-PCR, wykrywanie bialek metoda Western, oceng liczby
lizosomow, ocene zywotnosci i potencjalu migracyjnego komorek oraz analiz¢ cyklu
komorkowego. Doktorantka samodzielnie analizowata takze dane mikromacierzowe i
wykonywata analizy ontologii gendw roznicujacych oraz miala znaczacy udzialt w
przygotowywaniu publikacji. Udzial wspotautorow, samodzielnych pracownikow nauki, to
glownie opracowywanie zatozen i koncepcji badawczych, nadzor nad realizacja projektow
oraz pisanie manuskryptow prac. Udzial innych pracownikéw zespotu ograniczal si¢ do
pomocy doktorantce w wykonaniu niektorych doswiadczen, gléwnie pomiaru kinetyki
syntezy glikozaminoglikanow i oznaczeniu ich poziomu w lizosomach, a takze w wykonaniu
analizy z zastosowaniem cytometrii przeptywowej. Z zataczonych o$wiadczen wynika zatem,
ze doktorantka jest nie tylko pierwszym, ale i glownym autorem prac bedacych podstawa
rozprawy doktorskie;j.

Problematyka zataczonych prac miesci si¢ w nurcie badan prowadzonych od wielu lat
przez zespot, z ktorym doktorantka wspotpracuje. Dalekosigznym celem tych badan jest
zastosowanie flawonoidow w leczeniu lub wspomaganiu leczenia chorob spichrzeniowych.
Mozliwosc¢ taka pojawila si¢ gdy wykazano, ze genisteina ma wiasciwoS$¢ obnizamia in vitro
poziomu mukopolisacharydow, a pozniejsze wieloletnie obserwacje kliniczne wskazaly, ze
podawanie tego izoflawonoidu moze obniza¢ poziom nieprawidtowych mukopolisacharydow



v oA

i tagodzi¢ patologiczne objawy towarzyszace mukoplisacharydozie typu Il IMechanizmy
obnizania poziomu mukopolisacharydow przez genisteing (a takze inne flawonoidy) nie byly
znane, stad naturalne dazenie do ich poznania, migdzy innymi poprzez uzyskiwanie
informacji o zmianach transkryptomu i proteomu, jakie zachodza w komorkach pod
wptywem badanych zwiazkow.

Jedna z najpowazniejszych trudnosci w precyzowaniu mechanizméw dzialania
genisteiny i innych flawonoidow w odniesieniu do okreslonego procesu komorkowego jest
ich wielokierunkowe dziatanie. W przypadku genisteiny, bodaj najpelniej przebadanego
izoflawonoidu pod katem mozliwych zastosowan terapeutycznych, i ktora bez watpienia
hamuje cykl komorkowy, hamuje aktywnos¢ kinaz tyrozynowych 1 topoizomerazy Il oraz
dziala jako SERM (ang. Selective Estrogen Receptor Modulator), wykryto dziesiatki
potencjalnych celow molekularnych. Nalezy takze pamigtac, ze efekt 1 kierunek dzialania
zwigzkow z grupy flawondéw moze znaczaco zaleze¢ od ich stezenia, a zatem w znacznym
stopniu od biodostgpnosci 1 whasciwosci farmakokinetycznych.

Powyzsze uwarunkowania i ograniczenia mozliwych zastosowan terapeutycznych
flawonoidow sa oczywiscie dobrze znane doktorantce 1 w gruncie rzeczy to one w znacznym
stopniu zadecydowaty o kierunku badan, opisanych w pracy doktorskiej. Jesli bowiem
zamierza si¢ uzyska¢ mozliwo$¢ sterowania poziomem ekspresji waskie] grupy genow
poprzez podawanie wytypowanych zwiazkow, zatem rozsadne jest uzyskanie wiedzy o tym,
w jaki sposdb interesujace nas zwiazki wplywaja na poziom aktywnosci takze innych genow 1
na przebieg rozmaitych $ciezek sygnatowych, co powinno ufatwié¢ opracowanie racjonalnej
strategii terapeutycznej.

Zgodnie z wyrazonym w pracy doktorskiej celem, badania prowadzono na
fibroblastach skory osob dorostych, jako modelowych komorkach niezmienionych
chorobowo. Ponadto, w niektorych doswiadczeniach do analizy wiaczono fibroblasty skory
pobrane od dzieci chorych na mukopolisacharydozg typu II oraz komorki nowotworowe linii
HelLa i modyfikowane genetycznie embrionalne fibroblasty myszy. Podstawowe dane o
poziomie transkryptow doktorantka uzyskiwala w wyniku prowadzenia badan
mikromacierzowych, a najistotniejsze wyniki weryfikowata z zastosowaniem ilosciowej
rekeji RT-PCR. Aby oceni¢ wplyw genisteiny, daidzeiny i kemferolu na poziom transkrypcji
genow, badane zwiazki stosowano w stezeniach 30 pM, 60 uM 1 100 uM, eksponujac
komorki na wymienione flawonoidy do 48 godzin, a w niektorych przypadkach do 72 godzin.
Oprocz oznaczenia globalnej ekspresji genow, bardziej szczegélowej analizie poddawata
doktorantka zmiany ekspresji gendw metabolizmu glikozaminoglikanow, sfingolipidow i
genow zwiazanych z biogeneza lizosomow. Za znaczaca zmiang poziomu transkrypcji
doktorantka przyjmowalta (na ogol) co najmniej dwukrotny wzrost lub spadek poziomu
transkryptow w odniesieniu do nietraktowanych komorek kontrolnych. Analizy ontologiczne
genéw  roznicujacych  wykonywala z  zastosowaniem  wlasciwych  narzedzi
bioinformatycznych.

W chronologicznym ujgciu, w pierwszej pracy (The Phytoestrogen Genistein Modulates
Lysosomal Metabolism and Transcription Factor EB (TFEB) Activation) doktorantka wykazala, ze
traktowanie fibroblastow genisteing powodowato, w zaleznosci od dawki i czasu ekspozycji
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komorek na ten izoflawonoid, zmiang poziomu ekspresji setek gendw, przy czy:'ﬁ okoto 300
ulegto aktywacji, a okoto 370 represji. Sposrod 69 genow wskazanych jako majgcych
zwiazek z syntezg glikozaminoglikanow 19 ulegalo pod wplywem genisteiny znacznie
zmienionej ekspresji. Najwazniejsza, istotng z terapeutycznego punktu widzenia, obserwacjg
doktorantki bylo wykazanie, ze genisteina moze stymulowaé ekspresje genow
zaangazowanych w degradacjg GAG.

W drugiej cze$ci wymienionej pracy doktorantka charakteryzowata wzor ekspresji
czynnika transkrypcyjnego TFEB, gléwnego regulatora ekspresji gendw zaangazowanych w
biogeneze autofagolizosomdw, lizosomow, lizosomalng egzocytoze 1 metabolizm lipidow.
Stosujac szereg podejs¢ doswiadczalnych (reakcje qRT-PCR, analizg ekspresji genow w
embrionalnych fibroblastach myszy, u ktorych jeden allel genu TFEB zostal zastapiony
transgenem zawierajacym gen (-galaktozydazy pod kontrola promotora TFEB, interferencjg
RNA 1 inne) doktorantka wykazata, ze genisteina stymulowata ekspresje genu kodujacego
TFEB, nasilala translokacje TFEB do jadra komoérkowego modulujac aktywnos¢ genow
zaleznych od tego czynnika transkrypcji, a takze zwigkszala liczebnos¢ lizosomow. Analiza
bioinformatycza ujawnila, ze potencjalnie promotorowe regiony wigkszosci sposrod genow
zwiazanych z biogeneza i funkcja lizosomow (ale takze wiele innych genow) zawieraja co
najmniej jedna sekwencje regulacyjna ,,cis " nazywang CLEAR (ang. Coordinated Lysosomal
Expression And Regulation) mogaca oddziatywa¢ z TFEB. Doktorantka wskazata zatem, ze
poziom transkrypcji wielu gendow moze by¢ potencjalnie modulowany przez genisteing.

W drugiej, w chronologicznym ujgciu, pracy: (, Modulation of expression of genes involved
in glycosaminoglycan metabolism and lysosome biogenesis by flavonoids) doktorantka wykazata, ze nie
tylko genisteina, ale takze kemferol i daidzeina moduluja ekspresj¢ gendéw zwigzanych z
biosynteza 1 degradacja glikozaminoglikanéw. Jak wykazala doktorantka najsilniejsze
dziatanie hamujace biosyntez¢ GAG wykazywala genisteina i kemferol, a takze ich
mieszanina. Stosujac testy diugoterminowe (do 10 dni) doktorantka wykazala, ze daidzena,
mimo, iz nie hamowata syntezy GAG, powodowala, ze ich poziom obnizal sig, co wskazuje
ze flawonoidy mogg modulowac poziom GAG poprzez rozne mechanizmy.

Z kolei analiza transkryptomiczna wykazata, ze liczba genow, ktorych aktywnosc
ulegta zmianie pod wptywem kemferolu lub mieszaniny kemferolu i genisteiny byta znacznie
wyzsza niz w komorkach traktowanych tylko sama genisteing. Analiza wynikow
mikromacierzowych i ich weryfikacja metoda qRT-PCR pozwolita doktorantce na ustalenie
podobienstw i roznic w zmianach ekspresji  kilkudziesigciu gendw zaangazowanych w
metabolizm GAG i w biogenezg lizosomow, a takze zmian w transkrypcji genu kodujacego
czynnik TFEB. Doktorantka nie wykazala jednak, aby badane flawonoidy wywolywatly
istotne roznice w ekspresji genow w fibroblastach skory dorostych, zdrowych osob w
poroéwnaniu do fibroblastow pobranych od dzieci chorych na mukopolisacharydoze typu I1.

Trzecia, w chronologicznym ujeciu, prace (“Activities of genes controlling sphingolipid
metabolism in human fibroblasts treated with flavonoids ") doktorantka poswigcita wyekstrahowaniu z
danych otrzymanych z globalnej analizy ekspresji genéw informacji o zmianach poziomu
ekspresji genow zwigzanych z metabolizmem glikosfingolipidow (GSL) w fibroblastach
ludzkich hodowanych w obecnos$ci genisteiny i kemferolu. Doktorantka wykazata, ze jeshi
komorki traktowano najwyzszymi stosowanymi stgzeniami kemferolu przez 48 godzin, to
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sposrod 121 gendéw zwigzanych z metabolizmem GSL znaczace zmiany iachudzily w
przypadku 29 genow (19 — wzrost ekspresji, 10 - obnizenie ekspresji), Zasadnicza obserwacja
z wykonanych badan jest to, ze sposrod genow, ktorych ekspresja jest modulowana przez
uzyte zwiazki, poziom transkrypcji mniej wigcej potowy ulega obnizeniu, a polowy
podwyzszeniu, co powoduje, ze wyjasnienie ostatecznego, wypadkowego efektu dziatania
flawondw na metabolizm glikosfingolipidow wymaga dalszych badan.

Czwarta, w chronologicznym ujeciu, i ostatnig zataczong pracg (“Effects of flavonoids on
expression of genes involved in cell cycle regulation and DNA replication in human fibroblasts ") po$wiecila
doktorantka analizie zmian poziomu ekspresji genow istotnych dla regulacji cyklu
komorkowego w fibroblastach traktowanych réznymi dawkami genisteiny, kemferolu,
daidzeiny. Jak wykazala, wymienione zwiazki powoduja zmiany w ekspresji okoto 200
genow zwigzanych z regulacja cyklu komorkowego i replikacji, przy czym glownie obnizajg
poziom transkrypcji wymienionych genow. Zgodnie ze znanymi wilasciwos$ciami genisteiny
zwiazek ten blokowal cykl komorkowy gldwnie w fazie G2/M. Oceniajac cytotoksycznosé
metodg MTT, doktorantka wykazala, ze fibroblasty skory sg stosunkowo oporne na dziatanie
genisteiny w stezeniach stosowanych w powyzszych badaniach (do 100 uM).

Praca doktorska mgr Marty Moskot jest pierwszym i jednoczenie bardzo obszernym
badaniem mikromacierzowym skierowanym na poznanie zmian transkryptomu w
fibroblastach ludzkich pod wplywem genisteiny kemferolu i daidzeiny, flawonoidow o
potencjalnym znaczeniu terapeutycznym w niektdrych schorzeniach. Materiat doswiadczalny
zawarty w publikacjach bedacych podstawg pracy doktorskiej jest olbrzymi, stad wyniki
badan transkryptomicznych znacznie poszerza bazy danych gromadzace informacje o
wplywie zwigzkow naturalnych, a w szczegdlnosci flawonoidow na procesy komorkowe.
Poza uzyskaniem ogolnych informacji o globalnych zmianach ekspresji genow w
fibroblastach skory, jakie zachodza w wyniku hodowli tych komorek w obecnosci genisteiny
kemferolu 1 daidzeiny w dawkach do 100 uM 1 czasie do 48 godzin, doktorantka uzyskata
szczegotowe, poglebione dane opisujace zmiany ekspresji genow kodujacych biatka biorace
udziat w  biogenezie lizosomow oraz metabolizmie glikozaminoglikanow i
glikostingolipidow, a takze gendéw zwiazanych z regulacja cyklu komodrkowego w
fibroblastach.

Do najwazniejszych wynikow szczegotowych nalezy zaliczy¢ wykazanie przez
doktorantke istnienia istotnych zréznicowan efektu dzialania badanych flawonoidow oraz
wykazanie, ze w niektorych przypadkach mozna oczekiwa¢ wzmocnienia efektu
terapeutycznego, poniewaz w tych samych warunkach mozna, stosujac niektore tlawonoidy,
obnizy¢ poziom transkrypcji genow biatek ulegajacych patologicznemu spichrzaniu, a
jednoczesnie zwigkszy¢ poziom transkrypcji genow kodujgcych biatka zaangazowane w
degradacj¢ tych makroczasteczek. Innym waznym wynikiem jest uzyskanie waznych danych
dotyczacych regulacji ekspresji czynnika transkrypcyjnego TFEB i genow bedacych pod jego
kontrola.

Doktorantka prowadzila badania 2z zastosowaniem nowoczesnych metod
doswiadczalnych i bioinformatycznych. Wyniki badan zostaly klarownie zaprezentowane
srodowisku naukowemu i trudno jest mie¢ jakie$ zasadnicze zastrzezenia do prac poddanych
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juz solidnej, merytorycznej recenzji, zatem pozwolg sobie jedynie na kilka u\lkv;ag majacych
pewien zwiagzek z praca doktorskg, ale nie wplywajacych na jej ocene.

[1]. W pracy doktorskiej, zarowno w streszczeniu jak i zalaczonych publikacjach brak
jest poszerzonej dyskusji o potencjalnych zastosowaniach terapeutycznych badanych
flawonoidow, w kontekscie danych o toksycznosci i biodostepnosci tych zwiazkow. W
zdecydowanej wigkszoSci prac opisujacych wplyw flawonoidéw na rozmaite procesy
komorkowe stosowano 1 nadal stosuje si¢ stosunkowo duze st¢zenia badanych zwigzkow. W
krytycznych opracowaniach dotyczacych dawek genisteiny (i innych izoflawonow) podkresla
sig, ze uzyskanie w surowicy wyzszego st¢zenia genisteiny niz 30 uM jest w zasadzie
niemozliwe 1 sugeruje si¢ nawet, aby badajac efekty biologiczne genisteiny w
doswiadczeniach in vitro nie stosowac stgzen genisteiny wyzszych niz 5 uM.

W doswiadczeniach wykonywanych w ramach pracy doktorskiej znaczacy wplyw na
proces transkrypcji doktorantka obserwowata dopiero dla stezen 60 uM i 100 uM, natomiast
przy 30 uM zmiany byty niewielkie lub w przypadku gendow zwigzanych z metabolizmem
GAG, czy genow majacych wplyw na cykl komorkowy, niewidoczne. Jak zatem mozna
powiazac ze soba: i. dane o biodostgpnosci, ii. pojawianie sie in vifro pozadanych zmian
ekspresji genow zasadniczo dopiero w obecnosci wysokich stezen flawonoidow, iii.
obserwowane w badaniach klinicznych zachgcajace efekty terapeutyczne  genisteiny
(przynajmniej w stosunku do chorych zespotem Sanfilippo)?

[2]. Jakkolwiek doktorantka wykazata, ze genisteina nie jest nazbyt toksycznym
zwiazkiem dla fibroblastow skory to jednak, na co wskazuja dane z pi$miennictwa, moze w
tych samych stgzeniach powodowaé $mier¢ neurondw. Jesli mysli sie o zastosowaniu
genisteiny (i innych flawonoidow) jako cytostatyku, np. jako leku przeciwnowotworowego, to
problem toksycznosci nie musi by¢ znaczacg przeszkoda. Jesli jednak genisteina, badZ inne
flawonoidy mialyby by¢ uzyte jako modulatory ekspresji genow w  komorkach
nienowotworowych, to problem toksycznosci staje sig istotny, bowiem chodzi oczywiscie o
to aby podawane zwiazki nie wywolywaty niepozadanych skutkow ubocznych. W tym tez
konteksScie bardziej informatywnym testem badania cytotoksycznosci niz MTT mogtby by¢
dhlugoterminowy test klonogenny.

[3]. We wszystkich publikacjach stanowigcych podstawe pracy doktorskiej
podstawowym materiatem do badan mikromacierzowych byt RNA izolowany z fibroblastow
traktowanych genisteing badz innymi flawonoidami, a analizy transkryptomiczne
wykonywane byly na macierzach BeadChips. Czy w przypadku kazdej publikacji
wykonywala doktorantka odrgbne serie badan, czy tez - jesli to byto mozliwe - korzystata z
surowych danych uzyskanych w wyniku analizy wykonanej we wcze$niejszych publikacjach?

[4]. Czy doktorantka probowala wykorzysta¢ otrzymane, wlasne dane w szerszym
kontekscie? W pi$miennictwie mozna znalezé szereg prac, w ktorych badania
mikromacierzowe stosowano do badania zmian ekspresji genéw pod wplywem genisteiny w
komorkach nowotworowych. Czy doktorantka probowata porownywac zmiany w ekspresji
genow zwiazanych z metabolizmem GAG, synteza glikosfingolipidow oraz biogeneza
liposomow pomigdzy prawidtowymi fibroblastami 1 komorkami nowotworowymi?

Przytoczone powyzej uwagi i pytania, jak juz wspomnialem, odnosza si¢ jedynie
posrednio do pracy doktorskiej i nie wplywaja na oceng rozprawy. W bezposrednim
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odniesieniu do tekstu pracy, cheialbym jedynie zwrdci¢ uwage, ze u dotu stroﬁjx 13 rozdziatu
»Streszczenie” znajduje sig niefortunnie sformutowane zdanie: ,,Odkrycie to stanowito istotny
etap prowadzonych w ramach niniejszej rozprawy badan i wskazywalo na role genisteiny i
kemferolu w procesie biogenezy i funkeji lizosomu”. Chodzi oczywiScie o to, ze wymienione
zwiazki moga modulowac proces biogenezy. Ponadto wydaje mi sig, ze w tytul rozprawy
moglby by¢ uscislony poprzez dodanie ,,wybranych” flawonoidow.

W podsumowaniu oceny stwierdzam, ze moim zdaniem rozprawa doktorska mgr
Marty Moskot catkowicie spetnia wymagania stawiane pracom doktorskim okreslone w art.
13 ustawy o stopniach i tytule naukowym z dnia 14 marca 2003 (Dz.U. nr 65. poz.595) z
pozniejszymi zmianami (Dz.U. nr 84 poz. 455). Wnioskuje zatem do Wysokiej Rady
Wydziatu Biologii Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie doktorantki mgr Marty Moskot
do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Jednoczesnie, oceniajac wysoko wartosé
merytoryczng rozprawy, oraz biorac pod uwage, ze wyniki zostaly opublikowane w
renomowanych czasopismach naukowych o zasiggu miedzynarodowym, a takze
uwzgledniajac mozliwe implikacje praktyczne wynikow badan doktorantki, sktadam wniosek
0 wyroznienie rozprawy.

Gliwice, 1 grudnia 2015. Z{f“ )"}{ Y {a ey 7)
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