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POD KIERUNKIEM PROF. DR HAB. MICHALA A. ZMIJEWSKIEGO

TYTUL PRACY:
MODULACIA EKSPRES]I ELEMENTOW SKORNEGO ANALOGU 0S| PODWZGORZE-PRZYSADKA-
NADNERCZA (ANG. HPA) W PROCESIE ROZNICOWANIA KERATYNOCYTOW — WPLYW

WITAMINY D

Praca doktorska pani mgr Justyny Wierzbickiej dotyczy fizjologii ludzkiej skory. Skara, to
bardzo duzy narzad, ktérego funkcje ochronne oraz funkcje zwigzane z termoregulacjy s3
dohrze znane i opisane. Coraz wigce] wiadomo o aktywnej roli poszczegdinych elementow
komorkowych skéry w uktadzie odpornosci organizmu. Naskdrek, jako miejsce syntezy
witaminy D, jest takie elementem uktadu regulacji homeostazy wapniowo-fosforanowe].
Kolejng funkcjg, ktora byta zasadniczym tematem badan opisanych w ocenianej rozprawie,
jest rola skory w odpowiedzi na stres. Skéra w odpowiedzi na czynniki stresowe produkuje
wszystkie elementy wchodzace w sktad hormonalnej osi przysadkowo-podwzgorzowo-
nadnerczowej (z ang. hypothalamic—pituitary—adrenal axis, HPA), odpowiadajgce] na
uogédlniony stres. Praca doktorska byta wykonana pod opiekg prof. dr hab. Michata
Zmijewskiego, we wspoipracy z zespotem prof. Andrzeja Stominskiego. Obaj uczeni od wielu
lat zajmujg si¢ fizjologia skory i maja wielkie zastugi w jej poznaniu.

Przedstawiona do oceny praca ma forme przewidziang w Art. 13 p. 2 ustawy 0 stopniach

naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki z 3 czerwca 2016,




czyli stanowi ,spojny tematycznie zbior artykutdw opublikowanych lub przyjgtych do druku
w czasopismach naukowych”. W sktad zbioru prac wchodza dwie publikacje przegladowe
oraz dwie publikacje doswiadczalne. Do kazdej z prac dofaczono zestaw oswiadczen autorow
publikacji, w ktorych kaidy z nich przedstawit swoj wktad w powstanie pracy. Pewien
problem dla recenzenta stanowi fakt, ze oswiadczenia sa dos$¢ ogolnikowe. Dotyczy to
w szczegolnosci prac doswiadczalnych, w ktorych zaréwno Doktorantka, jak i niektdrzy
sposrdéd  pozostatych autoréw  zadeklarowali ,udziat w przeprowadzeniu badan
laboratoryjnych” bez podania konkretnych przeprowadzonych przez autorow rodzajow
eksperymentow. Trudno jest wiec ocenic zakres umiejetnosci dodwiadczalnych Doktorantki,
co powinno by¢ elementem recenzji doktoratu. Zaktadam wiec, ze Doktorantka opanowata
wszystkie techniki badawcze zaprezentowane w pracach, a jedli tak nie jest, to proszg
o wyjasnienie podczas obrony.

Zbiér opublikowanych artykutow poprzedzony jest Streszczeniem w jezyku polskim” oraz
odpowiadajgcym mu streszczeniem w jezyku angielskim. Na streszczenie w jezyku polskim
skiadajg sie: dwu i potf-stronicowe wprowadzenie, cele pracy przedstawione w dwoch
punktach, piecio i pot-stronicowe omowienie publikacji wehodzacych w sktad rozprawy oraz
pot-stronicowe podsumowanie. Streszczenie jest wiec bardzo krotkie i niestety nie uzupeinia
w sposdb wyczerpujacy publikacji, ktore ze swojej natury muszg by¢ zwiezte. Jednym
z wyraznie brakujacych  elementow  jest  opis stosowanych w  badaniach
analogdéw/metabolitow witaminy D. Zwiazki te s3 przedstawione tytko w postaci
sumarycznych wzoréw chemicznych, natomiast nie pokazano ani ich struktur, ani
usytuowania w szlakach przemian metabolicznych witaminy D. innym problemem jest
uzywanie 7argonu laboratoryjnego zamiast poprawnych opisow, na przyktad linia HPEKp jest
nazwana ,komercyjng linig pierwotnych keratynocytow”, a test SRB  testem
proliferacyjnym”. Ryzykowne jest takze stwierdzenie ze strony 10, ze ,optymalny poziom
witaminy D ... zmniejsza ryzyko wystepowania wielu choréb”. Uwazam, ze zdanie to wynika
z blednego zinterpretowania zidentyfikowanych korelacji jako zwigzku przyczynowo-
skutkowego. W przedstawionej pracy nieco zbyt skrotowe jest takze podsumowanie. Tak
naprawde, w podrozdziale ,Podsumowanie”, cata dyskusja przedstawionych w dwoch
doswiadczalnych pracach wynikow zawiera si¢ w jednym zdaniu {napisanym czcionkg typu

bold). Reszta to plany przysztych badan. Poniewaz zasadnicza tresc rozprawy doktorskiej



zawarta jest w dwoch publikacjach doswiadczalnych, ktére wprawdzie zawierajg dwa osobne
rozdzialy, w ktorych przeprowadzona jest dyskusja wynikow, to jednak wecigz brakuje
catoéciowej dyskusji wynikéw zawartych w obu pracach.

W, Streszczeniu w jezyku polskim” znalazty sie niestety takze biedy gramatyczne:
str. 9 1. 22 ,form” zamiast ,formy”
str. 10 1. 23 ,wytworzenie” zamiast ,wytworzenia”
oraz niekonsekwentne stosowanie nazw dla witaminy D, ktdra czasem jest nazywana jest
witaming D, a kiedy indziej witaming D3, przy czym nigdzie nie zdefiniowano, czy witaming D
nazwano zbiorczo witaminy D; i Ds.

Uwagi odnosnie tresci streszczenia w jezyku polskim odnoszy sie rowniez do streszczenia
w jezyku angielskim. Niestety w tej czedci pracy znalazto sig dodatkowo wiele bieddéw
jezykowych i edytorskich. Przytocze tutaj tylko kilka przyktaddw:
str. 16 I. 14 ,,cause” zamiast ,causes”
str. 16 |. 24 brakuje “the” przed ,only”
str. 16 I. 25 “most well-known” zamiast “best known”
str. 16 1. 29 “1.25(0H),D5” zamiast ,,1,25{OH),D5"
str. 17 |. 4 ,regulates” zamiast ,regulate”
str. 17 |. 7 brak spagji
str. 18 |. 6 ,,autoimmunology” zamiast ,, autoimmunity”
str. 18 1. 7 ,no” zamiast ,not”
itd.

W rozdziatach napisanych w jezyku angielskim jest sporo zdan z niepoprawng sktadnig,
a szczegdlnie trudne do zrozumienia jest zdanie ze strony 25 napisane czcionka typu bold. Nie
zachowano tez nalezytej starannos$ci w przygotowaniu wykazu cytowanego pismiennictwa,
jest tam sporo drobnych btedow, a Jedrzej Sniadecki wystegpuje jako Jerdrzej.

Pierwsza z wchodzacych w skiad rozprawy publikacji to praca przeglagdowa, ktdra jest
tylko po czesci zwigzana z tematem badar zadeklarowanym w celach pracy. Publikacja ta
dotyczy gtéwnie historii badan nad witaming D, szlakami metabolicznymi prowadzacymi do
powstania i degradacji hormonalnie aktywnej formy witaminy D (1,25D) oraz chorobami z nig
zwigzanymi. Bezposrednio z rozprawa doktorska zwigzany jest podrozdziat ,Alternative

pathway leading to novel vitamin D analogs”. Niestety w tym podrozdziale réwniei nie
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podano struktur analogéw, ani nie rozrysowano szlakow metabolicznych do nich
prowadzacych, co bardzo utatwitoby zrozumienie ich aktywnosci. Nalezy jednak podkreslic, ze
praca jest bardzo ciekawa. Opisano bardzo duzo faktow z historii badan nad witaming D oraz
7 historii badan i terapii krzywicy. Praca ta mogtaby by¢ lekturg obowiazkowa dla wszystkich
os6b chcacych zajmowaé sig witaming D. Niestety, minusem tej pracy 3 liczne hitedy
jezykowe. Przyktadami sg sformutowania: ,than compared”, ,rear diseases”, ,do not
possessed”, ,it has to be stress out”, “to be underline”, itp.

Druga z wchodzacych w skiad rozprawy publikacji to réwniez praca przeglgdowa,
opisujaca fizjologie i niektére stany patologiczne skory. W czesci poswieconej fizjologii skéry
gtowny nacisk polozono na role skéry w produkcji witaminy D, oraz na role metabolitow
witaminy D w prawidtowym roznicowaniu komorek skory i w ich ochronie przed
promieniowaniem UV. Ta publikacja jezykowo jest poprawna. Odnosnie zawartosci
merytorycznej, mam jedno pytanie. Na stronie 2016, w podrozdziale ,Melanoma” napisano,
7e ,in humans, VDR gene has multiple splicing variants...”, niestety nie powotano sie w tym
zdaniu na zrodto literaturowe. Uprzejmie prosze o podanie tego zrodta, gdyz jest to dla mnie
nowa informacja. Wiem o istnieniu rozlicznych wariantow transkrypcyjnych genu VDR,
wynikajace z polimorfizmu warianty translacyjne biatka VDR réznigce si¢ o trzy aminokwasy
(424aa lub 427aa) sa szeroko opisywane, znam réwnie? nieliczne doniesienia o istnieniu
wariantéw VDR wynikajgcych z alternatywnych miejsc startu translacii VDRB1 (477aa) oraz
VDRB2 (450aa), natomiast nie znam doniesier o réznych wariatach bhiatka wynikajacych
z alternatywnego sktadania RNA.

Trzecia publikacja jest praca doswiadczalng, opublikowang w Journal of Celluiar
Physiology. W tej pracy wprowadzone zostaje pojecie ,skin HPA analog” (sHPA), bardzo
istotne dia treéci rozprawy doktorskiej. Deklarowanym celem tej pracy byto ,przesledzenie
dynamiki zmian w poziomie ekspresji elementow osi HPA wraz z réznicowaniem sig komorek
naskérka”. 7 treéci publikacji wynika, ze celem bylo rowniez sprawdzenie, czy zmiany
obserwowane w keratynocytach poddanych réznicowaniu w hodowli in vitro, odpowiadajg
tym obserwowanym w wycinkach prawidtowe]j ludzkiej skory. Podczas indukowanego na dwa
sposoby procesu réznicowania keratynocytdéw in vitro sprawdzano zarowno markery
roznicowania, jak i poziom ekspresji genow i biafek wchodzacych w skfad sHPA. Podczas

czytania tej publikacji nasuneto mi sie kilka pytat i uwag. Pierwsze dotyczy metodyki. Badania



wycinkéw prawidtowe] ludzkiej skory wykonano z wykorzystaniem mikroskopu konfokainego,
dzieki czemu uzyskano bardzo przejrzyste obrazy o dobrej rozdzielczosci. Tymczasem badania
komérek z hodowli in vitro wykonano z wykorzystaniem mikroskopu fluorescencyjnego, przez
co jakos¢ obrazoéw jest duzo stabsza. Dlaczego, mimo dostepu do mikroskopu konfokalnego,
hie wykorzystano tego narzedzia do wszystkich badan?

Dlaczego w komdrkach z hodowli in vitro nie zbadano poziomu receptlora
glikokortykoidow (GR), ktéry oznaczanc w wycinkach skory? Dla funkcjonowania osi HPA
receptor ten jest bardzo istotny.

Prosze takze o wyrazenie opinii Doktorantki, ktora z zastosowanych metod réznicowania
keratynocytow in vitro uwaza za lepiej oddajaca fizjologiczne rdznicowanie prawidtowe]
ludzkiej skory?

W pracy tej zauwazytam rowniez bfad edytorski. W opisie rysunku 2G jest odwotanie do
elementéw zaznaczonych gwiazdkami, tymczasem na zdjgciu nie ma zadnych gwiazdek.

Ostatnia z przedstawionych publikacji dotyczy wptywu hormonalnej formy witaminy D,
oraz jej analogdw na poziomy ekspresji gendw i poziomy biatek wchodzacych w sktad sHPA.
Najciekawszym, moim zdaniem, wynikiem tej pracy jest okreslenie, ze wptyw badanych
analogéw na ekspresje poszczegdlnych genow jest w wielu przypadkach odmienny niz wplyw
1,25D. Poniewaz badane analogi s metabolitami witaminy D, prosze o zinterpretowanie tych
zréznicowanych aktywnosci w odniesieniu do miejsca analogow w szlakach metabolicznych
witaminy D (aktywacja vs. dezaktywacja, dziatanie lokalne vs. uogdlnione).

Prositabym jeszcze aby w odpowiedzi na moja recenzje Doktorantka wyrazita w oparciu
o swojg wiedze opinig, czy sHPA jest aktywowany tylko w wyniku stresu dziatajacego lokalnie
na skére, czy jest takze elementem odpowiedzi organizmu na uogblniony stres. Kolejne
wynikajace z tego pytanie dotyczy negatywnych efektow przewlektego stresu, ktore s3
dobrze opisane w kontekscie dziatania ludzkiego uktadu odpornosci oraz ukiadu nerwowego.
Czy negatywne efekty ekspozycji na chroniczny stres dotycza takze funkcjonowania skory?

Przedstawiona do oceny praca niewatpliwie stanowi oryginalny wktad w rozumienie
fizjologii skory oraz wptywu 1,25D i jej metabolitow na skore. Niezwykie istotny dla oceiy
wartosci te] rozprawy jest fakt, ze Doktorantka jest autorka czterech opublikowanych prac,
z czego dwie doswiadczalne, ktorych jest pierwsza autorka, ukazaty sie w prestizowych

czasopismach. Moje uwagi sa badz natury edytorskiej i jezykowej (te niestety sg doé¢ liczne),



lub wynikaja z pewnych niedomowien bedacych rezultatem zbyt skré6towego, moim zdaniem,
wstepu dotgczonego do publikacji. Formuta prezentacji rozpraw doktorskich w formie
,spojnego tematycznie zbioru artykuidw” jest dos¢ i pewnie za jakis czas utrze sig¢ konsensus
dotyczgcy prezentacji takich rozpraw, tak aby recenzent uzyskat klarowne wprowadzenie
w tematyke, oraz zbiorczg dyskusje wszystkich uzyskanych w publikacjach wynikow.
Analizujgc prace doktorska pani mgr Justyny Wierzbickiej stwierdzam, ze spetnia ona
wszystkie wymagania stawiane w ustawie o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
o stopniach i tytule w zakresie sztuki i dlatego wnosze do Rady Wydziatu Lekarskiego,
Gdaniskiego Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.
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