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Rozprawa doktorska pani mgr Katarzyny Zimy dotyczy modeli in vifro i zaburzen
komorkowych zachodzacych w tuszezycy. Mimo znaczacego postgpu w leczeniu i dostgpnosci
terapii, ta przewlekta choroba o podlozu autoimmunologicznym nadal stanowi wyzwanie
medyczne, a pacjenci cierpig z powodu utraty skutecznosci leczenia lub nawrotow choroby.
Z tych powodéw dalsze badania, ktére moga prowadzi¢ do identyfikacji nowych punktow
uchwytu lekéw czy innowacyjnych podej$é terapeutycznych sg bardzo istotne. Wymagajg one
jednak doglebnego zrozumienia mechanizméw molekularnych i zaburzen komérkowych
wystepujacych w réznych typach komorek skory, bioracych udziat w patogenezie tuszezycy. Taka
motywacja przy$wiecata badaniom Doktorantki i jest w pelni uzasadniona. Rozprawa prezentuje
wyniki opisane w trzech pierwszoautorskich publikacjach Doktorantki (Bochefiska i wsp. 2019
International Journal of Molecular Sciences; Bochenska i wsp. 2021 Cells; Bochenska i wsp.
2021 Scientific Reports) oraz dane niepublikowane i przygotowywane do druku jako kolejny
pierwszoautorski manuskrypt.

Formalny opis rozprawy

Rozprawa liczy 124 stron maszynopisu, jest napisana w jezyku angielskim i zasadniczo
ma uktad typowy dla rozpraw doktorskich. Rozpoczyna sig streszczeniami w jezyku polskim i
angielskim (15 stron), po ktérych nastgpuje wstep (7 stron) i okreSlenie celéw pracy. Opis
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materialéw i metod (10 stron) jest zawarty w 11 podrozdziatach. Sekcja wyniki liczy 54 strony, a
dyskusja 13 stron wraz z jednostronicowymi konkluzjami. Kazda z gléwnych sekcji rozprawy
(wstgp, cele, wyniki, dyskusja) zostala podzielona na te same trzy tematyczne czescel
(odpowiednio: 1. Establishing In Vitro Psoriasis (Ps)-like Inflammation Models Utilizing Multiple
Induction Techniques; 2. Investigating the Effects of Genistein Isoflavone on Psoriasis in In Vitro
Studies; 3. The Role of Endo-Lysosomal Function and Dysfunction in Psoriatic Inflammation).
Bibliografia zawiera 178 pozycje literaturowe. Rozprawe koriczy suplement z listg publikacji oraz
jedng dodatkows rycing z wynikami badan.

Ocena merytoryczna

Otwierajgce rozprawe Streszezenia (w jezyku polskim i angielskim) sg zaskakujaco
dlugie — kazde liczy ponad 7 stron (tyle samo ile caly wstep rozprawy). Mimo swej nadmiernej
szezegOlowoscl, streszezenia nie konczg si¢ zadnym podsumowaniem czy konkluzjg, a jedynie
opisem konkretnych wynikéw, przez co wydajg sie niedokonczone, a czytelnik pozostawiony
bez opinii Autorki co do wnioskdw i znaczenia Jej badan.

Wstep rozprawy jest stosunkowo krotki i z tego wzgledu jedynie powierzchownie
przedstawia tematyke szerokiego zakresu wykonywanych w rozprawie badan. W dodatku, w jego
trzech podrozdzialach jest wiele powtérzen tych samych lub podobnych tresci, co wynika
z zamieszczenia w nich tresci wstepow (lub ich fragmentéw) z pierwszoautorskich publikacji
Doktorantki (np. informacje o patogenezie tuszezycy pojawiaja sie w podrozdziatach 1.1 i 1.2}
Nie ma wigc w rozprawie szerszego wprowadzenia do catosci badan. We wstepie nie
zamieszczono rycin czy schematow, ktore sa powszechnie uzywane w rozprawach do ilustracji
wprowadzanych zagadnien.

Cele pracy, w podziale na 3 czesci tematyczne, zostaly poprawnie sformutowane i
zrealizowane w toku badan.

Materialy i metody zostaly dobrane wiasciwie do zalozonych celéw. Metody stosowane
przez Doktorantkg¢ obejmowaty dwu- i tréjwymiarowg hodowle komoérek, analizy ekspresji
gendw, cytometri¢ przeptywows, obrazowanie mikroskopowe 2z uzyciem barwien
immunofluorescencyjnych, wyciszenie ekspresji gendéw z uzyciem siRNA, testy: zywotnosci
komorek, ELISA oraz Luminex Bead. Jest to szeroki warsztat doswiadczalny. Na podkreslenie
zastuguje takze owocna wspolpraca z klinicystami w celu pozyskania do badafi materiatu
klinicznego (biopsji skory od pacjentdéw z tuszezyca).

Opis wigkszosci metod jest zasadniczo poprawny. Moje zastrzezenia budzi jednak opis
obrazowania z uzyciem mikroskopu fluorescencyjnego, ktéry jest sprowadzony do jednego
zdania (,,The visualization was performed using fluorescent microscope at a 100 x
magnification”), przez co nie zawiera podstawowych informacji o sprzecie i warunkach
obrazowania. Wiasciwe standardy raportowania obrazowania sa obecnie tematem wielu
publikacji i opracowan, z ktorymi warto zapoznaé si¢ na przysztosé  (np.
https://focalplane.biologists.com/2021/05/25/preparing-your-manuscript-guidelines-for-writing-
microscopy-methods-and-figures/). Przy obecnych standardach obrazowania z uzyciem kamer
cyfrowych, podawanie powigkszen np. 100x jest niepoprawne (prawdopodobnie Doktorantka
wyliczyta powigkszenie mnozac powigkszenie obiektywu i okularu, ale jest to powiekszenie




dla obserwatora patrzacego przez okular, a nie obrazowania z uzyciem kamery). Podziatki
(wg opisu w metodach oznaczajace 28,5 pm) powinny by¢ na kazdym zamieszczonym obrazie
(a w sekcji Wyniki niekiedy ich brakuje) oraz kazdorazowo opisane w legendzie, a nie jedynie
w sekcji Metody. Ponadto, w Metodach nie ma w ogole opisu ilo$ciowej analizy obrazow
mikroskopowych, ktéra jest wspomniana w legendach 1 znéw sprowadzona do jednego zdania
(np. ,,Quantification of mean fluorescence intensity of (...) by Imagel software” lub “Pearson's
correlation coefficient for co-localization of different organelle markers was performed using
ImageJ and JACoP (Just Another Colocalization Plugin)”).

Z drobnych niejasnosci, co na czym polega badanie zywotno$ci komorek poprzez ocene
statusu metabolicznego jadra (str. 38 ,, Cell viability was assessed by the metabolic status of the
cell nucleus™)? Nie znalaztam tez wzmianki o pochodzeniu surowicy od pacjentéw, ktéra byla
uzywana w badaniach (podrozdzial 3.1.6).

Sekcja Wyniki, podobnie jak inne czesci, jest podzielona na trzy bloki tematyczne,
a uzyskane dane do$wiadczalne zostaly przedstawione na 21 rycinach. Generalnie, dos§wiadczenia
zostaly poprawnie zaplanowane i wykonane, a ilo$¢ wynikow jest bardzo duza, dokumentujac
niewatpliwie duzy naktad pracy Doktorantki. Mam jednak pewne zastrzezenia co do czytelnosci
tekstu i prezentacji wynikow. Przyktadowo, czytanie tego rozdziatu utrudnia zamieszczanie rycin
kilka stron po ich pierwszym wspomnieniu w tekscie (rycina powinna by¢ zamieszczona na tej
samej lub nastepnej stronie po jej pierwszym zacytowaniu w tekscie). Ryciny z wykresami maja
bardzo rozne wielkosci i konwencje graficzne. Ponadto wielko$¢ czcionki zastosowanej
na niektéorych panelach rycin jest tak mata, e uniemozliwia przeczytanie opisow
w wydrukowanej rozprawie (np. Ryc. 3, 4, 11, 19), a w niektérych innych jest na granicy
czytelnosci. Ponizej wymieniam dalsze uwagi i watpliwosci dotyczace sekcji Wyniki:

- Tytul podrozdziatu 4.1.6 ,,Statement of In Vitro Culture and Skin Biopsies Data from
GEO in Relation to the Results” jest niejasny — stowo “statement” wydaje si¢ w tym kontek$cie
nieodpowiednie. Podobnie nieprawidlowe jest to stowo w zdaniu: ,,a percentage statement of their
activity was performed in NHEK/pKC1/pKC2/pKC3 cells (str. 69).

- Na poczatku podrozdziatu 4.2 (badania z uzyciem genisteiny) brakuje jakiegokolwiek
uzasadnienia jaki byt cel i uzasadnienie wykonywania opisanych doswiadczen (pomiar poziomu
fosforylowanych kinaz ERK). Przeskok logiczny jest tym wigkszy, poniewaz poprzedni
podrozdziat dotyczy zupetnie innych, niepowigzanych tematycznie zagadnien.

- W rozdziale 4.3, Doktorantka nieprecyzyjnie stwierdza, ze mierzy liczbg (,,number”)
kwasnych organelli (str. 54) lub wczesnych endosomow (str. 57), ale w rzeczywistosci mierzy
iloé¢ barwnikow znakujgcych te przedzialy, a nie liczy ile tych struktur wystepuje w komorce.
Podobnie nieprecyzyjne jest stwierdzenie, ze wspolwystepowanie pomiedzy markerami EEAI,
LAMP1 i LC3 okres§la zakres fuzji pomiedzy wczesnymi endosomami, lizosomami i
autofagosomami (str. 58: ,,Co-localization between early endosome antigen 1 (EEAT1), lysosome-
associated membrane glycoprotein 1 (LAMP1) and microtubule-associated proteins 1A/1B light
chain 3 (LC3B) was performed in HaCaT (Fig. 6A, B and C) and pKC (Fig. 6D, E and F) cultures
to determine the extent of fusion between early endosomes, lysosomes and autophagosomes™).
Jest to nadintepretacja, bo kolokalizacja (lub jej brak) moze wynika¢ takze z procesow innych niz
fuzja.



- Czy dane mikroskopowe z podrozdziatu 4.3.2 sugerujace zmiane poziomu bialek,
zwlaszcza LC3B, pod wplywem traktowania komoérek cytokinami zweryfikowano analizami
western blot? Jak Doktorantka interpretuje sugerowany spadek poziomu LC3B pod wplywem
cytokin, w kontekscie réznicowania keratynocytéw i rozwoju fenotypu przypominajacego
tuszezyce?

- Jakos¢ niektorych obrazéw mikroskopowych nie jest satysfakcjonujgca, np. barwienia
lizosomow powinny by¢ punktowe, a nie rozmyte jak np. na Ryec. 5C. Na wiekszosci paneli
brakuje podziatek. Ponadto, na obrazach powinno sie zaznaczy¢ prostokagtem miejsca, ktore sa
powigkszone jako dodatkowa ramka (,,zoom™), czego zabrakto na Ryc. 6A i D.

- Jak wyliczano stosunek pul jadrowej i cytoplazmatycznej czynnika transkrypcyjnego
TFEB (podrozdziat 4.3.3)?

- Koncepcja pomiaréw ,procentowej dystrybucji regulacji genow” (,percentage
distribution of genes regulation™), ktérych wyniki przedstawiono na Ryc. 9, 11, 12, 13 nie zostata
jasno wytlumaczona i jest dla mnie niezrozumiata. Co doktadnie mierzono oraz jakie sg znaczenie
1 interpretacja uzyskanych wynikow?

- W wielu miejscach sekcji Wyniki brakuje odnosnikow do literatury, gdy Autorka
przedstawia fakty wynikajace z wezesniejszych badan innych naukowcoéw, w tym bedace
podstawa wyboru Jej strategii doswiadczalnych lub interpretacji uzyskanych wynikéw (np.
informacje o czynnikach transkrypcyjnych MITF na str. 61, zaburzeniach MAPK1 i UPS
w odniesieniu do tuszczycy na str. 69, znanych funkcjach wielu genéw omawianych na str. 74 i
75, genach kodujacych podjednostki kalcyneuryny na str. 78, itp.). Ponadto, stwierdzenie ,,RAB5A
controlling early endosome to late endosome transport exocytosis process” (str. 74) jest
nieprawidlowe.

- Niedociggnigcia edytorskie: brak odnosnika w tekscie do Ryc. 1A, nieprawidlowy
odnosnik do Ryc. 4B i E na str. 69.

W pierwszej sekcji Dyskusji (podrozdziatl 5.1) Doktorantka omawia rdézne modele
komorkowe tuszezycy, ich wady i zalety oraz zastosowania. Jest to solidne oméwienie, choé
w wielu miejscach brakuje odnosnikéw do literatury. Nastepnie Autorka podsumowuje wyniki
swoich badan z sekcji 4.1 Wynikow. Co zaskakujgce, ostatnie zdanie tej czesci Dyskusji
przypomina ponownie cel wykonanych badaf, bez stowa podsumowania, ktére byloby
oczekiwane w takim miejscu: czy cel zrealizowano i z jakim efektem? Podrozdziat 5.2 dotyczy
badan wplywu genisteiny na fenotyp tuszczycowy i sygnalizacje wewnatrzkomoérkows. Takze
w tej czgsei brakuje odnosnikow do literatury przy podawaniu informacji niewynikajacych z prac
Doktorantki. Oprocz oméwienia wlasnych wynikéw z badan in vifro, cieckawym fragmentem tego
podrozdzialu jest oméwienie wynikow badania klinicznego z zastosowaniem genisteiny
u pacje}ﬁ()w z %uszczyc'éc, w ktorym Doktorantka brata udzial. W ostatniej czesci Dyskusji (5.3)
Autorka komentuje szczegélowo i krytycznie swoje wyniki dotyczace roli systemu
endolizosomalnego w réznicowaniu keratynocytow i patogenezie tuszczycy na poziomie
komorkowym. Identyfikuje takze potencjalne ograniczenia swoich badan i trudnosci
w interpretacji wynikow, biorac zwlaszeza pod uwage prace z ludzkim materiatem klinicznym.

Sekcja Konkluzje koniczaca rozprawe jest niezwykle ogdlnikowa i w bardzo niewielkim
stopniu odnosi si¢ do badan prezentowanych w rozprawie i wnioskéw z nich wynikajacych.



W wigkszosci jest przedstawieniem szerszego kontekstu i znaczenia badah nad modelami
tuszezycy oraz rolg lizosoméw w patogenezie tej choroby.

Ocena edytorskiej strony rozprawy

Praca jest napisana zasadniczo poprawnym jezykiem angielskim, cho¢ Autorka nie
ustrzegla si¢ bledow literowych i gramatycznych oraz pewnych niezgrabnosci jezykowych (z tych
ostatnich zacytuj¢ jedna przykladowa: “In recent years, the activity of the mammalian target of
rapamycin (mTOR) (..) has played a key role in the control of cell proliferation, growth and
differentiation™; str. 89). Pod wzgledem redakcyjnym, w konstrukcji rozprawy moje najwieksze
zastrzezenia budzg dysproporcje pomigdzy poszczegélnymi sekcjami dysertacji (wspomniana juz
dhugos¢ streszczen i wstepu), a takze dobér i podziat tresci przedstawionych w tych sekcjach.
Pozornie porzadkujacy zamyst podziatu wstepu, celéw, wynikéw i dyskusji na trzy czesci o tych
samych tytutach utrudnia jednak czytanie rozprawy w kontekscie logiki wykonywanych badan i
powigzan pomiedzy trzema podrozdzialami. W zasadzie rozprawe nalezaloby czytaé
w kolejnosci: podrozdziaty nr 1 wstepu, wynikow i dyskusji, podrozdziaty nr 2 tych sekcji i
wreszcie podrozdzialy nr 3. W tym kontekscie dziwi dlaczego nie zamieszczono w rozprawie
wprost trzech publikacji/manuskryptéw, z jednym wspélnym wstepem i jedna podsumowujaca
dyskusja, co na pewno utatwitoby lekture i polepszyto catosciowy odbior rozZprawy.

Podsumowanie

Rozprawa doktorska pani mgr Katarzyny Zimy podejmuje istotne pytania naukowe
z dziedziny molekularnej biologii komorki, ktére maja mozliwe implikacje dla badan
translacyjnych w celu poprawy skutecznosei terapii tuszczycy. Wykonane badania te wymagaty
bardzo duzego naktadu pracy, zostaly zasadniczo dobrze zaplanowane i wykonane, a ich wyniki
opublikowane z wiodacym wktadem Doktorantki. Przedstawione przeze mnie watpliwosci i
uwagi maja przede wszystkim charakter dydaktyczny i nie umniejszaja wartosci rozprawy, a maja
za zadanie wzbudzi¢ dyskusje i sa wskazéwkami do planowania i prezentacji wynikow przysztych
badan.

Stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa spelnia 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. 2003 Nr 65 poz. 595 z p6zn. zm.), w zw. z art.
179. Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajace ustawe — Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz.U. 2018 poz. 1669 z p6ézn. zm.) i wnosz¢ do Rady Dyscypliny Nauki
Biologiczne Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie mgr Katarzyny Zimy do dalszych
etapow przewodu doktorskiego.






