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Ocena pracy doktorskiej mgr Katarzyny Zimy

pt. ,,Opracowanie modeli in vitro, analiza wptywu genisteiny oraz ocena udziatu lizosomu
w tuszczycy”

tuszczyca jest przewlektg chorobg zapalng , ktéra manifestuje sie gtéwnie patologig skory,
ale dotyka takze innych organéw np. stawdw i gtéwnie w takie formie moze prowadzi¢ do
trwatego kalectwa. Ponadto fuszczyca wspdfistnieje z chorobami sercowo-naczyniowymi,
takimi jak miazdzyca, czy chorobami o podtozu autoimmunizacyjnym, np. z chorobg zapalng
jelit, tzw. chorobg Lesniowskiego-Crohna. Pacjenci chorujacy na tuszczyce wykazujg szeroki
zakres nieprawidtowosci metabolicznych, np. majg tendencje do zaburzen w gospodarce
lipidowej i cukrowej, prowadzacych do otytosci czy cukrzycy. tuszczyca zwieksza takze
ryzyko depresji. Szacuje sie ze pacjenci z tym schorzeniem, ktdrych w populacji jest kilka
procent, zyjg $rednio okoto 5 lat krocej w stosunku do swoich rowiesnikow.

Pomimo spektakularnych sukceséw w terapii tuszczycy, ktére osiggnieto w ostatnich latach
przy uzyciu nowej generacji lekdw biologicznych nakierowanych gtéwnie na hamowanie
chronicznego stanu zapalnego, tuszczyce leczy sie jedynie zachowawczo. Dlatego istnieje
potrzeba lepszego poznania mechanizmdw powstawania tej choroby, poniewaz moze to
przynie$é wymierne efekty diagnostyczne i terapeutyczne. Przedstawiona mi do oceny praca
Pani Katarzyny Zimy, ktéra gtéwnie skupia sie na badaniach integralnej roli lizosoméw w
tuszczycy, z tego punktu widzenia jest aktualna i wazna.

Praca zostata wykonana w Katedrze Biologii i Genetyki Medycznej na Wydziale Biologii
Uniwersytetu Gdanskiego pod opiekg prof. dr hab. Magdaleny Gabig-Ciminskiej, petnigcej
role promotora, i dr Marty Moskot w roli promotora pomocniczego.

Rozprawa ma forme klasycznej, ponad-stustronicowej rozprawy przygotowanej w j.
angielskim. Rozprawa jest poprzedzona obszernym kilku-stronicowym streszczeniem w j.
polskim oraz streszczeniem w j. angielskim. W skfad dysertacji ponadto wchodzg; Wstep z
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wymienionymi w podpunktach celami pracy, Materiaty i Metody, Wyniki, Dyskusja,
Posumowanie wynikow, Lista pismiennictwa, na ktére powotuje sie doktorantka w opisie i
dyskusji pracy, lista publikacji doktorantki w formie zatgcznika, oraz dodatkowe wyniki
»Supplementary Data”. Ta ostatnia czes¢ tj. wyniki dodatkowe nie sg do korica zrozumiate w
tego typu opracowaniu, bo wydaje sie, ze mozna je byto umiesci¢ w Wynikach pracy.

Cel pracy.
Prace badawczg realizowano w oparciu o trzy gtéwne cele;

(i) Opracowanie tuszczycopodobnego modelu keratynocytdéw in vitro

(ii) Ocena efektéw przeciwzapalnych genisteiny w tuszczycopodobnym modelu
keratynocytéw in vitro

(iii) Scharakteryzowanie roli lizosomow i ich dysfunkcji w przebiegu tuszczycy w
oparciu o opracowane modele keratynocytéw 2D, organoidy skdry tuszczycowe;j i
niezmienionej chorobowo, oraz skrawki skory od pacjentdw z fuszczycg i dawcoéw
zdrowych.

Uwagi szczegétowe:

Praca jest podzielona na kilka etapéw. W pierwszym etapie badan, doktorantka poszukiwata
modelu, ktéry najlepiej odzwierciedla zmiany tuszczycowe na poziomie keratynocytéw
ludzkiego naskdrka. W tym celu zastosowata linie komérek HaCAT lub pierwotne ludzkie
keratynocyty (pKC) izolowane z bioptatéw ludzkiej skéry. Oba typy komérek hodowano w
monowarstwie, jako tzw. kultury 2D. W niektdrych przypadkach, oprécz wymienionych
typow keratynocytow, doktorantka oparta swoje badania na dostepnych komercyjnie
pierwotnych keratynocytach (NHEK), a takze organoidach normalne;j i fuszczycowej skory,
ktdre oprdcz keratynocytdéw zawieraty warstwe fibroblastéw. W badaniach wykorzystano
takze biopsje skory od pacjentéw z tuszczycy, ktdre pozwolity na ocene roli lizosoméw w
przebiegu tuszczycy, w kontekscie wszystkich komdrkowych komponentow skdry objetej
stanem zapalnym.

Keratynocyty linii HaCAT i pKC byty stymulowane mieszaning pieciu cytokin prozapalnych
wystepujgcych w tuszczycy, tj.; IL-1a, IL-17A, IL-22, onkostatyng M i TNF-a. Stymulacja
odbywata sie ponadto w warunkach niskiego lub wysokiego stezenia jondw wapnia. Gradient
stezen jondw Ca2+, jest jednym z kluczowych czynnikéw warunkujgcych procesy
réznicowania keratynocytdw. Drugi model badawczy, polegat na stymulacji wymienionych
komorek za pomocg imikwimodu, ktéry powszechnie stosuje sie w eksperymentalnym
modelu tuszczycy. Trzeci model, opierat sie na traktowaniu keratynocytow za pomocg
surowicy od pacjentow z tuszczycg lub surowicy zdrowych dawcéw. Kolejny model
obejmowat ko-kulture komérek linii HaCAT oraz komdrek mocnocytarnych THP-1,
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wywodzacych sie z ludzkiej linii nowotworowej. Wspoéthodowla tych komaérek byta ponadto
traktowana mieszaning takich czynnikdw jak; estry forbolu, LPS i interferon y.

Wymienione modele komdrek in vitro byty poddawane ocenie pod katem "fenotypu
tuszczycowego” na podstawie poziomu ekspresji zwykle 18 markerowych gendéw tej choroby.
Geny, ktorych réznicowa ekspresje badano za pomoca techniki RT- gPCR obejmowaty 4-
funkcjonalne grupy czynnikéw; tj., markery réznicowania keratynocytéw, peptydy
antybakteryjne, chemokiny oraz marker proliferacji komorek.

Na podstawie wynikow tej czesci pracy, doktorantka wybrata model komdrek HaCAT i pKC
hodowanych w obecnosci mieszaniny pieciu cytokin, ktéry najlepiej odwzorowywat ,fenotyp
komorek tuszczycowych” oceniany jako % podobienstwa profilu ekspresji testowanych
genow do profilu ekspresyjnego keratynocytéw w tuszczycy. Referencje do poréwnan
stanowity wzory ekspresji tych genéw dostepne w bazach GEO, ktére obejmowaty zaréwno
profile keratynocytow tuszczycowych w hodowlach in vitro, jak i profile ekspresji genow w
probkach skérnych od pacjentéw z tuszczyca.

W kolejnych etapach badan komadrki HaCAT i pKC stymulowane mieszaning 5 cytokin i
okreslane dalej jako keratynocyty o fenotypie tuszczycowym zostaty wykorzystane jako
gtéwny model do badania ilosci, funkcji i kontroli biogenezy lizosoméw w tuszczycy.

W pobocznym, do gtdwnego nurtu badan, projekcie, komérki HaCAT i pKC stymulowano za
pomocg IL-17 i lub TNFa aby wywotac fuszczycopodobng odpowiedz keratynocytow.
Komérkom podawano cytokiny w obecnosci genisteiny, w celu okreslenia wptywu tego
izoflawonu na hamowanie aktywacji keratynocytéw. Badano indukcje szlaku sygnatowego
kinazy MAP, aktywacje kinaz fosfatydyloinozytolu (PI3K) oraz ekspresje niektérych genéw
wczesnej odpowiedzi zapalnej w keratynocytach. Wyniki tej czes$ci rozprawy czesciowo
potwierdzity przeciwzapalny potencjat genisteiny in vitro.

W gtédwnej czesci badan wykonano kompleksowe analizy ilosciowe i jakosciowe funkcji
lizosomoéw i regulacji biogenezy lizosomdéw w keratynocytach w tuszczycy w powigzaniu z
takimi procesami jak autofagia, prezentacja antygenéw w MHCII czy metabolizm lipidow,
ktory czesciowo zalezy od funkcji lizosomdw. W oparciu o techniki immunohistochemiczne,
w ktoérych badano markery lizosoméw, wczesnych endosomdw, i autofagosomoéw, a takze
catkowitg pule kwasnych organelli komdrkowych, wykazano mozliwg blokade tworzenia
autofagolizosoméw w powigzaniu ze zmianami tuszczycowymi w keratynocytach. Ponadto
zmiany te korelowaty z translokacjg do jadra komdrkowego czynnika transkrypcyjnego EB
(TFEB) odpowiedzialnego za stymulacje ekspresji gendw biatek lizosomalnych. Ze wzgledu
na fakt, ze funkcja czynnika TFEB podlega regulacji przez sciezke sygnatowg Akt/mTOR
(inhibitor) a takze kalcyneuryne (aktywator), w kolejnej fazie projektu badano z
wykorzystaniem technologii Luminex aktywacje szlaku Akt/mTOR. Dodatkowo, analizowano
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w jaki sposéb wyciszanie ekspresji gendw kodujacych TFEB, kompleks 1 kinazy mTOR (MTOR)
oraz kalcyneuryne za pomoca techniki interferencji RNA wptynie na fenotyp tuszczycowy
keratynocytéw. Wykazano, ze wyciszenie MTOR zmniejsza a wyciszenie kalcyneuryny
zwieksza fenotyp tuszczycowy keratynocytéw HaCAT i pKC, oceniany w oparciu o ekspresje
markerowych gendw tuszczycy. Wyniki z wykorzystaniem organoidéw keratynocytéw
tuszczycowych, w ktorych farmakologicznie ingerowano w uktad lizosomalny, wskazaty na
podwyzszenie markerowych gendw tuszczycowych. Z kolei, badania transkryptomiczne
gendw zwigzanych z aktywnoscia i biogenezg lizosoméw w bioptatach skéry od pacjentéw z
tuszczycg ujawnity, znaczace zmiany genéw kodujacych enzymy lizosomalne, czy czynniki
biogenezy lizosomdw.

Whioski ogdlne

Pozytywnym aspektem pracy jest préba spojrzenia na role lizosomoéw w tuszczycy w sposéb
catosciowy i zintegrowany z kilkoma procesami komdérkowymi o waznym znaczeniu w
tuszczycy, takimi jak autofagia, proteoliza biatek w fagolizosomach, w kontekscie ich
prezentacji w antygenach zgodnosci tkankowej typu Il, czy powstawanie prozapalnych
biolipidow , takich jak S1P. Doktorantka podjetfa sie niezwykle zmudnego i kompleksowego
zadania, itrudno nie doceni¢ ogromu pracy badawczej jaki musiat stac za takim podejsciem
koncepcyjnym i eksperymentalnym.

Nie mam réwniez watpliwosci, ze w trakcie wykonywania swojej pracy, doktorantka
postugiwata sie szerokim zasobem technik badawczych, od RT-qPCR, poprzez technike
interferencji RNA, przeszukiwanie baz transkryptomicznych, po techniki
immunohistochemiczne i technike LUMINEX, co $wiadczy o jej dojrzatosci jako
eksperymentatora.

Réwniez po stronie pozytywow pracy jest w mojej opinii proba wyjasnienia
niejednoznacznego wptywu inhibitoréw kalcyneuryny takich jak takrolimus na niwelowanie
niepozgdanych zmian skérnych. Chociaz te inhibitory stosuje sie w leczeniu tuszczycy, to sg
one czesto nieefektywne, lub dajg skutki uboczne. Na podstawie wynikdw swojej pracy
badawczej, doktorantka wskazuje na mozliwg przyczyne takich niepozadanych efektéw tych
inhibitorow, wigzac to z blokowaniem aktywacji czynnika TFEB w keratynocytach i
organiczaniem fizjologicznego procesu autofagii. Takie wnioski zastugujg na szczegélne
wysokg ocene, poniewaz wyniki badan doktorantki szty niejako ,,pod prad” utartej
terapeutycznej roli inhibitorow kalcyneuryny w tuszczycy.

Na podkreslenie zastuguje takze bardzo znaczacy dorobek doktorantki, ktory obejmuje 8
prac, z czego pie¢ w roli pierwszego autora.

Jednoczesnie kilka aspektdw pracy wymaga dodatkowych wyjasnien.
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Pokazane reprezentatywne zdjecia wynikdw immunohistochemicznych nie zawsze
odpowiadajg zbiorczym podsumowaniom np. Fig. 6A vs 6B czy 7 A vs 7B.

W przypadku analiz ekspresji gendw metodg RT-qPCR, ktéra stanowita gtdwnga technike
wykorzystywang w pracy, doktorantka czesto powotuje sie na uzycie dwdch gendéw do
normalizacji wynikéw, tzw ,,houskeeping genes”. Nie byto dla mnie jasne w jaki sposdb
otrzymane wyniki RT-gPCR bazowaty na takim podejsciu eksperymentalnym, tj. w jaki
sposdb te wyniki byty normalizowane w oparciu o dwa geny.

Zaprezentowane badania, w celu weryfikacji prawidtowosci modelu badawczego 2D
uwzgledniajg jedynie ekspresje 18 gendéw, a w niektdrych wypadkach jedynie 4 gendéw (np.
w przypadku traktowania keratynocytéw surowicami od pacjentéw z tuszczyca i od
zdrowych dawcow), co moze budzié obawy co do stopnia w jaki uzyte modele badawcze
odzwierciedlajg zmiany molekularne w fuszczycowym naskorku. Nie jest tez dla mnie do
konica przekonujacy sposéb w jaki doktorantka ocenia poprawnosc tego modelu, tj. jako %
gendw ktérych ekspresja zgodnie z oczekiwaniami rosnie lub maleje. Z opisu Tabeli 1, w
ktorej przedstawiono liste tych 18 gendéw funkcjonalnie obejmujgcych; réznicowanie
keratynocytéw, peptydy antybakteryjne, chemokiny czy znacznik proliferacji komérek, nie
wylania sie spdjny obraz tego na jakiej podstawie te geny zostaty wybrane do analizy modeli
badawczych. W tym miejscu doktorantka powotuje sie na wczesniejsze publikacje. Poniewaz
ten wybdér w duzym stopniu zadecydowat o dalszych analizach, z korzyscig dla pracy bytoby
podanie zatozen tego wyboru. Prositabym o taki zarys w trakcie obrony.

Praca ma dosc¢ ztozony charakter. Oprécz wielowatkowych analiz dotyczacych dziatania i
regulacji biogenezy lizosomoéw, doktorantka takze przedstawia wyniki dotyczace wptywu
genisteiny, w ktdrym stosuje niepetny panel cytokin do wywotania zmian tuszczycowych.
Jesli zastosowanie IL17 i TNFa jest wystarczajgce do wywotania takich zmian, to dlaczego
inne analizy oparto o stymulacje keratynocytéw mieszaning az pieciu cytokin? Pomimo tego,
ze jak wskazuje doktorantka, genisteina jest modulatorem TFEB, ktéry byt badany w
kontekscie biogenezy lizosomdw, to ten w mojej opinii poboczny projekt, zaburza spdjnos¢
pracy. Ponadto, wybdr pieciu cytokin do stymulacji keratynocytdw, wymaga takze bardziej
petnego i przekonujgcego uzasadnienia, w kontekscie zamiennego uzycia jedynie dwdch
cytokin z tego panelu do wywotania zmian tuszczycopodobnych. W tuszczycy oprécz
stosowanych cytokin, jest wiele innych np. IL-1B czy IL-36 o réwnie istotnej funkcji. Ponadto,
ten panel byt juz stosowany do oceny wptywu na keratynocyty w kontekscie tuszczycy (np.
ref 150, w spisie cytowan).

Jednak najbardziej kontrowersyjna jest moim zdaniem préba poréwnan keratynocytéw 2D
traktowanych cytokinami w niskim stezeniu jonéw Ca z komérkami kontrolnymi
(niestymulowanymi cytokinami), ale hodowanymi w wysokim stezeniu wapnia. Moim
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zdaniem takie porownania sg mylace i niezrozumiate, ze wzgledu na fakt, ze cytokiny nie
tylko wptywajg na spadek réznicowania keratynocytow, a wysokie stezenie wapnia nie tylko
stymuluje proces roznicowania tych komorek. Raczej w tym wypadku nalezato poréwnac
keratynocyty stymulowane i niestymulowane mixem 5 cytokin, w obu przypadkach
hodowane w wysokim stezeniu Ca2+, aby porownac komorki réznigce sie w sposobie
traktowania tylko jedng zmienna, tj. obecnoscia lub brakiem cytokin w pozywce. Co ciekawe,
sama doktorantka wspomina, ze takie porodwnania ujawnity najbardziej znaczace zmiany w
obrebie badanych transkryptomoéw keratynocytow hodowanych w monowarstwie, ale
opatrzyta ten komentarz stwierdzeniem ,, data not shown” (str. 69). Prositabym o wyjasnienie
dlaczego nie pokazano tych danych, a zamiast tego dokonano takich niejednoznacznych
porownan.

Whioski koncowe

Powyzsze uwagi i sugestie nie umniejszaja mojej pozytywnej oceny pracy. Szeroki zakres
badan wykonanych przez doktorantke wsparty rozbudowanym warsztatem badawczym plus
duza aktywnosc publikacyjna doktorantki zastugujg na wysoka ocene.

Przedstawiona do oceny dysertacja spetnia wymogi okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14
marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 z pdzn. zm. ), w. zw. Z. art. 179.Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r.
Przepisy wprowadzajgce ustawe-Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 poz
1669 z pdzn. zm.). Zgtaszam zatem formalny wniosek do Rady Dyscypliny Naukowej Nauki
Biologiczne Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie Pani Katarzyny Zimy do dalszych
etapow przewodu doktorskiego.

prof. Joanna Cichy
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