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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Marty Moskot pt. ,,Molekularne mechanizmy

dzialania flawonoidéw na procesy komorkowe w ludzkich fibroblastach”

Oceniana praca doktorska powstata w Pracowni Biologii Molekularnej Instytutu Biochemii
i Biofizyki PAN w Warszawie, afiliowanej przy Uniwersytecie Gdanskim. Promotorem
rozprawy jest prof. PAN dr hab. Magdalena Gabig-Ciminska. Podjety przez mgr Marte
Moskot temat badawczy dotyczy poznania mozliwosci wykorzystania zwiazkow
flawonoidowych w terapii lizosomalnych chordb spichrzeniowych, w tym przede wszystkim
mukopolisacharydoz. Flawonoidy, polifenolowe zwiazki bedace wtdérnymi produktami
metabolizmu roslin, sa od wielu lat cenionymi elementami diety z uwagi na ich pozytywny
wplyw na zdrowie czlowieka, glownie z uwagi na przeciwzapalne i oksydacyjne wlasciwosci
tych dos¢ powszechnie wystepujacych u roslin metabolitéw. Od pewnego czasu prowadzone
sa rowniez badania nad zastosowaniem flawonoidéw przy wspomaganiu leczenia chordb
nowotworowych. Badania nad wykorzystaniem flawonoidéw w leczeniu mukopolisacharydoz
zostaty zainicjowane przez zespot kierowany przez prof. dr hab. Grzegorza Wegrzyna, ktory
po raz pierwszy zauwazyl wyrazny wplyw genisteiny na obnizenie poziomu nagromadzenia
glikozaminoglikanow w komorkach pacjentow cierpigcych na mukopolisacharydozg. Okazalo
sie, ze genisteina, flawonoid obficie wystepujacy w nasionach soi, moze by¢ obiecujacym
lekiem tagodzacym i opozniajacym rozwdj mukopolisacharydozy. Zespdt kierowany przez

prof. PAN dr hab. Magdalene Gabig-Ciminiskg kontynuuje te badania, prébujac
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zmaksymalizowaé zaobserwowany efekt leczniczy flawonoidow poprzez testowanie
skutecznosci innych polifenoli, a takze ich scisle kontrolowanych kombinacji. Drugi, moim
zdaniem najwazniejszy nurt badawezy tego zespotu dotyczy charakterystyki molekularnych
mechanizméw dziatania roznorodnych flawonoidow na komorki ludzkie, przy wykorzystaniu
nowoczesnych narzedzi biologii molekularnej, pozwalajacych na globalne spojrzenie na
ekspresje catego genomu, a nie tylko obserwacje zmian ekspresji pojedynczych genow. To
wlasnie takie globalne, transkryptomiczne podejscie zastosowata w swojej pracy mgr Marta
Moskot. Juz teraz, na wstepie mojej oceny rozprawy doktorskiej przygotowanej przez mgr
Marte Moskot, zanim przejde do dokladniejszego omdwienia zaprezentowanych w tej pracy
wynikow, chcialbym podkreslié, ze rezultaty przedstawione w rozprawie sa niezwykle
cieckawe, a takze wazne nie tylko z czysto poznawczego punktu widzenia, ale przede
wszystkim dlatego, ze daja nadzieje na ich zastosowanie w terapii lizosomalnych choréb
spichrzeniowych. Przedstawione w ocenianej pracy doktorskiej wyniki pozwolily na
stworzenie modelu, ktory ttumaczy wpltyw flawonoidéw na biogeneze i dziatanie lizosomow.
Wyniki te, co wazne, nie zamykajg tego interesujacego tematu badawczego, ale wyznaczaja
nowe kierunki badan, co jest dla mnie najlepszym wyznacznikiem dobrej pracy naukowej.
Nie mam watpliwosci, ze zardwno temat badan, niezwykle oryginalny a réwnoczesnie
o duzym znaczeniu aplikacyjnym, jak i uzyskane i przedstawione w rozprawie wyniki
zastugujg na najwyzsza oceng.

Praca doktorska mgr Marty Moskot jest zbiorem czterech artykuldéw opublikowanych
w Journal of Biological Chemistry, Scientific Reports, Metabolic Brain Desease i Molecular
and Cellular Biochemistry. Wszystkie te periodyki naukowe sa znane i1 cenione w srodowisku
naukowym. Prace, ktére sie w nich ukazuja podlegaja ostrej krytyce ze strony zaproszonych
do ich oceny recenzentow. Dodatkowo, Autorka ocenianej rozprawy przygotowala
omowienie uzyskanych i1 opublikowanych wynikdow, przedstawione w oceniane] pracy
doktorskiej zardéwno w jezyku polskim, jak i po angielsku. We wszystkich stanowigcych t¢
rozprawe artykutach mgr Marta Moskot jest pierwszym autorem, co jednoznacznie wskazuje

na Jej wiodaca role w ich powstaniu. Do rozprawy dolaczono réwniez odpowiednie
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o$wiadczenia, ktore precyzuja wkiad poszezegélnych wspolautoréw. Z ich analizy wynika
jednoznacznie, ze rola mgr Marty Moskot przy powstawaniu artykutéw, na ktorych oparta jest
oceniana praca doktorska, jest znaczaca i adekwatna do zajmowanej na liscie autoréw
pozycji. Stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa pelnia wszystkie wymogi
formalne stawiane pracom doktorskim.

Dwie gldwne strategie proponowane i stosowane obecnie w leczeniu lizosomalnych
choréb spichrzeniowych to enzymatyczna terapia zastepeza (ETZ) oraz transplantacja szpiku
kostnego. W obu przypadkach terapia polega dziataniach zmierzajacych do uzupetnieniu
w organizmie pacjenta brakujacego enzymu. Przy zastosowaniu ktoérejkolwiek z tych strategii,
lekarze napotykaja na powazny problem kliniczny zwiazanym 2z niemozliwoscia
przekroczenia przez-enzym bariery krew — mozg, co stanowi olbrzymie utrudnienie przy
leczeniu objawéw neurologicznych, wystepujacych w kilku typach mukopolisacharydoz oraz
w sfingolipidozach. Drugim powaznym problemem jest wysoki koszt stosowania obu tych
podej$¢ terapeutycznych. W leczeniu omawianych schorzen mozliwe jest rowniez
alternatywne podejscie, polegajace na obnizeniu wydajnosci syntezy substratu rozkladanego
przez uszkodzony enzym poprzez podanie choremu precyzyjnie dobranych zwiazkow
niskoczasteczkowych. Podejscie to ma trzy gldwne zalety, po pierwsze zwigzki takie mogg
przekraczaé bariere krew — mozg, po drugie, z uwagi na obecna u pacjentow cierpigcych na
mukopolisacharydozy resztkowa aktywnosé zmutowanych enzymow, nawet niewielkie
zmniejszenie stezenia substratow powoduje wyrazne obnizenie ich akumulacji w lizosomach,
i po trzecie — terapia taka jest tania i prosta. Jednym z takich zwigzkow, negatywnie
dzialajagcych na nagromadzanie sie glikozoaminoglikandw w lizosomach {fibroblastow
pochodzacych od chorych na mupolisacharydozy typu I, II, IIIA i IIIB okazata si¢ by¢
ginesteina.

Glownym celem rozprawy doktorskiej mgr Marty Moskot byto pozyskanie informacji
na temat dzialania flawonoidéw na procesy komorkowe zachodzace w ludzkich fibroblastach.
Dane te mialy postuzy¢ do zaproponowania modelu dzialania flawonoidow, przede

wszystkim w aspekcie ich roli w powstawaniu i funkcji lizosoméw. Wszystkie podjete
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zadania badawcze mialy na celu zrozumienie, w jaki sposdb flawonoidy regulujg prace

lizosomow. W pracy mgr Marta Moskot poréwnata dziatanie dwéch izoflawondw, ginesteiny
i daidzeiny, oraz flawonolu, kemferolu. Obiektem badan byly przede wszystkim ludzkie
fibroblasty skorne HDFa, a takze fibroblasty pochodzace od oso6b dotknigtych
mukopolisacharydoza typu II, jak i ludzkie komorki nowotworu szyjki macicy Hel.a oraz
embrionalne fibroblasty mysie MEF.

Globalna analize ekspresji gendéw ludzkich fibroblastow skornych przeprowadzono
przy uzyciu mikromacierzy oligonukleotydowych firmy lllumina. Poréwnano transkryptom
linii nietraktowanych i traktowanych genisteing, kemferolem i daidzeina, a takze mieszaning
genisteiny 1 kemferolu oraz genisteiny i daidzeiny. W eksperymentach zastosowano stezenia,
ktore =zostaly precyzyjnie dobrane w trakcie wykonanych wczesniej eksperymentéw
kontrolnych. Dane o zmianach transkryptomu fibroblastow pod wplywem dziatania badanych
flawonoidéw zostaty przeanalizowane pod katem przynaleznosci zidentyfikowanych genow
do odpowiednich przedzialdéw komodrkowych lub procesow metabolicznych. Skorzystano
wtym badaniu z dostepnych 1 sprawdzonych algorytméw stuzacych do analiz
ontologicznych. Wsrod struktur, z ktérymi powigzane byly geny o zmienionej ekspresji
dominowaty geny zwigzane z dwoma przedzialami komoérkowymi — lizosomami i jadrem
komorkowym. Ciekawe jednak, ze w przypadku gendw zwiazanych z lizosomami zmiana
wywolana flawonoidami miata charakter pozytywny, a w przypadku gendéw zwigzanych
z prawidtowym funkcjonowaniem jadra komdrkowego przeciwnie — negatywny. Wynik ten
byl podobny zarowno dla komoérek hodowanych w obecnosci genisteiny, kemferolu, jak
i mieszaniny genisteiny i kemferolu. Takiej zaleznosci nie zaobserwowano w przypadku
zastosowania daidzeiny, a takze mieszaniny daidzeiny z genisteing. Wyniki te najlepiej
$wiadcza o specyficznoscei dziatania poszczegdlnych flawonoidow. Dla potwierdzenia zmian
ekspresji wybranych genéw pozytywnie zweryfikowano uzyskane wyniki mikromacierzowe
wykonujac PCR w czasie rzeczywistym. Opierajac si¢ na rezultatach przeprowadzonych
analizy ontologicznej wytypowano do dalszych badan kilka procesow komorkowych, ktore

wydawaly sie najbardziej wrazliwe na flawonoidy. Byly to: metabolizm lizosomdw, szlaki
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syntezy i degradacja glikozoaminoglikanéw, metabolizm sfingolipidow oraz cykl komorkowy

i proliferacja. Fkspresje gendéw zwiazanych w tymi procesami metabolicznymi poddano
nastepnej gruntownej analizie. W przypadku genéw zwigzanych z metabolizmem
glikozoaminoglikanéw, zaobserwowano obnizenie ekspresji genéw, ktérych produkty sg
zaangazowane w poczatkowe etapy syntezy lancuchow siarczanu heparanu, dermatanu
i chondriony, a takze polimeryzacje tancucha siarczanu heparanu i siarczanu keratanu. Efekty
te skorelowane byly z og6élnym obnizeniem akumulacji glikozoaminoglikanow pod wplywem
podanych flawonoidow.

W przypadku traktowania ludzkich fibroblastow geinsteing zaobserwowano sporg
grupe genéw wykazujacg podwyzszona ekspresje. Geny te kodowaly lizosomalne
hydroksylazy, enzymy uczestniczace w degradacji glikozoaminoglikanow. To wiasnie
zburzenia w aktywnosci te] grupy enzymow sa przyczyng mukopolisacharydoz. Podobne,
cho¢ nie identyczne obserwacje poczyniono badajac dzialanie kemferolu. Te bardzo
interesujace i wazne obserwacje naukowe powigzaly dziatania genisteiny i kemferolu
zregulacjg biogenezy i funkcjg lizosoméw. Jednak najwazniejszym, moim zdaniem,
odkryciem naukowym opisanym w pracy doktorskiej mgr Marty Moskot jest wykazanie, ze
badane flawonoidy wplywaja na ekspresje czynnika transkrypcyjnego EB. W przypadku
TFEB wykazano, nie tylko wzrost poziomu transkrypcji genu kodujacego ten wazny dla
dziatania lizosomow czynnik transkrypcyjny, oraz pokazano, ze przeklada sie to na stgzenie
kodowanego przez ten gen biatka, a takze, co szczegdlnie mnie zainteresowalo, wplywa na
zmiane lokalizacji TFEB z cytoplazmatycznej na jadrowa. Zaréwno wzrost poziomu
omawianego czynnika transkrypcyjnego, jak i jego akumulacja w jadrze komorkowym —
miejscu jego aktywnosci, ma wplyw na dzialanie lizosomow. TFEB nazywany jest
czynnikiem biogenezy lizosomoéw, poniewaz rozpoznaje promotory gendw biatek zwiazanych
z lizosomami i pozytywnie reguluje ich ekspresje. To wiasnie podniesienie poziomu TFEB
i/lub jego aktywacja pod wptywem flawonoidow moze odpowiada¢ za zwigkszong ekspresje
ponad 60 genéw lizosomalnych, w tym réwniez gendw catej grupy hydrolaz. Ta interesujaca

hipoteza znalazta swoje potwierdzenie w eleganckich eksperymentach, w ktorych wyciszono
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ckspresje genu TFEB przy pomocy siRNA i wykazano, ze genisteina powodowata wtedy

o wiele mniejszy wzrost ekspresji gendéw zwiagzanych z funkcja lizosoméw. Na podstawie
wykonanych eksperymentéw i uzyskanych danych o zmianach ekspresji poszczegolnych
genow w fibroblastach poddanych dzialaniu okreslonego flawonoidu, mgr Marta Moskot
zaproponowala liste lizosomalnych chorob spichrzeniowych, w ktérych leczeniu mozna by
zastosowa¢ podawanie genisteiny, kemferol lub mieszaniny obu tych substancji.

Bardzo ciekawa obserwacjg, wymagajaca jednak dalszych badan, jest wykazany przez
Doktorantke negatywny wplyw genisteiny i kemferolu na ekspresje genow zwigzanych
z cyklem komoérkowym i szerzej, metabolizmem DNA. Produkty bialkowe tych genow
wydaja sie by¢ zlokalizowane glownie w jadrze komoérkowym lub szkielecie
cytoplazmatycznym. Sg to na przyklad liczne cykliny, kinazy, biatka kompleksu MCM,
czynniki uczestniczace w replikacji oraz polipeptydy zwiazane z punktami kontrolnymi tego
procesu. Autorka rozprawy wykazala, Zze genisteina powoduje obnizenie liczby komorek
w fazie GO/G1 i podwyzszenie ich liczby w fazie G2/M. Zmiany te sa skorelowane ze
zmianami ekspresji biatek kontrolujacych przejscia miedzy poszczegdlnymi etapami cyklu
komoérkowego. Co wazne dla klinicznego zastosowania flawonoidéw, nie zaobserwowano
negatywnego wptywu badanych flawonoidow na zywotnos¢ ludzkich fibroblastow skérnych.
Zaobserwowano pozytywny efekt genisteiny na migracj¢ poddanych odpowiednim testom
fibroblastow.

Oceniana rozprawa doktorska nie tylko dostarczyla, tak jak zalozyla Autorka,
gruntowanych informacji na temat molekularnych mechanizméw leczniczego dziatania
flawonoidow w przypadku podawania ich chorym na mukopolisacharydozy, ale takze
zaproponowata spdjny model, ktory wyjasnia dlaczego genisteina i inne roslinne polifenolowe
metabolity wtorne wykazuja pozytywne dzialanie przy leczeniu chordb zwiazanych
z nieprawidtowa akumulacja glikozoaminoglikanow lub sfingolipidow. Jak juz wspomniatem,
najcickawszym moim zdaniem wynikiem oceniane] rozprawy jest roli flawonoidow
w regulacji aktywnosci czynnika biogenezy lizosoméw TFEB. Musz¢ przyznaé, ze ten temat

pozostawil we mnie uczucie pewnego niedosytu. Czy prace na ten temat sa kontynuowane?
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Czy postulowany w pracy opublikowanej w Journal of Biological Chemistry model wzrostu

fosforylacji TFEB pod wplywem genisteiny zostal eksperymentalnie potwierdzony? Czy
importowana do jadra jest tylko ufosforylowana forma tego czynnika transkrypcyjnego? Czy
dziala on w jadrze tylko w formie ufosforylowanej oraz czy dziala tam jako monomer, homo-
a moze heterodimer? Nie do konca zrozumialem takze zaprezentowane wyjasnienie
negatywnego wplywu genisteiny na ekspresj¢ genoéw kodujacych enzymy zaangazowane
w synteze glikozoaminoglikanow poprzez dzialanie tego izoflawonu na receptor EGE.
Prositbym o wyjasnienie tych spraw podczas publicznej obrony doktoratu. Cheiatbym jednak
podkresli¢, ze pytania moje wynikaja z czystej ciekawosci naukowca i w zadnym stopniu nie

wplywaja na mojg oceng osiggnig¢ mgr Marty Moskot.

Rozprawe doktorska mgr Marty Moskot oceniam bardzo wysoko. Autorka
przedstawita w niej niezwykle oryginalne wyniki naukowe, ktére maja duze znaczenie
w zrozumieniu terapeutycznego efektu flawonoidow w leczenia mukopolisacharydoz wielu
typdéw, ale takze wskazala na mozliwos¢ zastosowania flawonoidéw przy leczeniu lub
wspomaganiu terapii w przypadku innej choroby spichrzeniowej, sfingolipidozy. Na
podstawie uzyskanych przez Doktorantke wynikdw mozna byto zaproponowac spojny model
dziatania genisteiny 1 innych flawonoidow, wyjasniajacy obnizenie gromadzonych
w lizosomach glikozoaminoglikanéw jako wynik hamowania aktywnosci enzymow ich
syntezy oraz jednoczesny wzrost ekspresji czynnika transkrypcyjnego EB, ktorego dziatanie
stymuluje  ekspresje  gendéw  kodujgcych  enzymy  odpowiedzialne za rozpad
mukopolisacharydow w lizosomach. Model ten pozwala przewidzie¢, ktora z lizosomalnych
chorob spichrzeniowych moze by¢ celem leczenia za pomocg flawonoidow. Oceniana praca
w pelni speilnia wszystkie warunki stawiane rozprawom doktorskim. Zwracam si¢ do Rady
Wydziatu Biologii Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie mgr Marty Moskot do dalszych
etapow przewodu doktorskiego. Jednoczesnie, z uwagi na oryginalnosé i olbrzymig wartos¢
naukowa zaprezentowanych w pracy wynikow, prosze wysoka Rade o wyrdznienie rozprawy

doktorskiej mgr Marty Moskot. Jeszcze raz cheiatbym na koniec mojej recenzji podkresli¢
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znaczenie badan prowadzonych przez mgr Marte Moskot przy opracowywaniu terapii

stosowanych w leczeniu wielu lizosomalnych chorob spichrzeniowych.
A
F Pmrmne

prof. dr é%’rtur Jarmotowski
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