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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Dominiki Gadarowskiej
»Aktywacja komorek dendrytycznych i keratynocytéw jako alternatywna
metoda oceny dzialania uczulajacego ksenobiotykéw”

wykonanej w Instytucie Przemystu Organicznego Sieci Badawczej Lukasiewicz pod
kierunkiem dr hab. inz. Joanny Kalki, prof. PS oraz dr Anny Daniel-Wojcik.

Podstawg formalng wykonania recenzji stanowi pismo Przewodniczacego Rady Dyscypliny
Inzynieria Srodowiska, Goérnictwo i Energetyka prof. dr hab. inz. Andrzeja Rusina z dnia 6
listopada 2022 r.

Zasadno$¢ podjetej tematyki

W przedstawionej do recenzji pracy doktorskiej jej autorka, mgr Dominika Gadarowska
podjeta zadanie opracowania metody in vitro oceniajacej potencjal uczulajgcy 14 substancji o
znanych i zréznicowanych wlasciwosciach uczulajgcych skérg, ktéra konsoliduje
przynajmniej dwa kluczowe etapy reakcji alergicznej, tj. reakcj¢ zapalng keratynocytéw oraz
aktywacj¢ komorek dendrytycznych.

Ocena potencjalnego dzialania substancji uczulajgcych skorg przed ich wprowadzeniem do
obrotu i zastosowaniem przemyslowym jest niezwykle wazna z punktu widzenia
indywidualnego bezpieczenstwa zdrowotnego. Badane s3 zar6wno substancje przeznaczone
do stosowania jako skladniki lekoéw i kosmetykéw, jak i uzytkowania w gospodarstwach
domowych lub miejscu pracy. Wprowadzone ograniczenia dotyczace wykorzystania
zwierzat wigzg si¢ z poszukiwaniem coraz doskonalszych metod in vitro. Istotnym bodZcem
dla rozwoju metod alternatywnych w stosunku do badan in vivo staly si¢ przepisy zawarte w
Siédmej Poprawce do Dyrektywy Kosmetycznej UE (Dyrektywie 2003/15/WE Parlamentu
Europejskiego i Rady z dnia 27 lutego 2003 r.), tj. zakaz wprowadzania do obrotu produktéw
kosmetycznych testowanych na zwierzgtach lub zawierajgcych skladniki testowane na
zwierzetach (od 11 marca 2009 r.) oraz zakaz testowania na zwierz¢tach skladnikéw i
koncowych receptur kosmetykéw. Co wigcej, etyczna zasada 3R (ang. Replacement,
Reduction, Refinement) zaklada zmniejszenie liczby wykorzystywanych zwierzat i
zastgpienie ich przez modele in vitro, ex vivo i in silico, a takze potrzebg doskonalenia metod
alternatywnych.
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Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska Pani mgr Dominiki Gadarowskiej doskonale
wpisuje si¢ w ten nurt badan. Zastosowane przez Doktorantk¢ narzg¢dzie oparte o kokultury
keratynotycow i komorek dendrytycznych stanowi zaawansowang alternatywe dla
stosowanych obecnie metod in vitro pozwalajacg na oceng uszkodzenia komorek skéry po
zaaplikowaniu badanej substancji chemicznej. W konsekwencji takie podejscie moze skrocié
czas potrzebny do wykonania niezbgdnych analiz oraz ograniczy¢ koszty. Wybranie takiego
celu badan jest znakomitym tematem pracy doktorskiej, ktory wpisuje si¢ w najnowszy nurt
wykorzystania metod in vitro w badaniu substancji uczulajgcych skore.

Charakterystyka i uwagi do pracy

Przedstawiona do recenzji dysertacja zostala przygotowana w sposéb klasyczny dla
doktorskich prac eksperymentalnych i zawiera 10 podstawowych rozdziatow. Praca sklada
si¢ ze 194 stron tekstu wzbogaconego o 39 rysunkow i 33 tabele. Po spisie tresci pojawia si¢
wykaz skréotéw, polskie i angielskie streszczenie, wprowadzenie, wstgp, cel i tezy pracy, w
ktorym mgr Dominika Gadarowska przedstawia powody podjgtej tematyki oraz etapy
majgce doprowadzié¢ do osiggnigcia zalozonego celu.

W czesci literaturowej, ktdra obejmuje zaré6wno rozdzial wprowadzenie oraz wstep
omoéwione zostaly zasadnicze zagadnienia zwigzane z rozwojem alergicznego kontaktowego
zapalenie skdry, charakterystyk¢ testéw in vivo stosowanych w ocenie dzialania
uczulajgcego oraz metod alternatywnych opierajacych si¢ na metodologii tzw. $ciezek
niekorzystnych skutkow uwzgledniajacych cztery kluczowe elementy w mechanizmie
dziatania uczulajgcego na skorg. Pani Gadarowska przedstawita takze opisane w literaturze
metody oparte na wykorzystaniu kokultur komoérkowych. Zaprezentowane tresci sa bardzo
dobrym wprowadzeniem do kolejnych rozdzialéw pracy, w tym metodyki i podsumowujacej
prace dyskusji wynikow. Warto tutaj zauwazy¢, iz czgs¢ teoretyczna zawiera w
przewazajacej cz¢$ci material ujgty w postaci artykulu ,Alternative Methods for Skin-
Sensitization  Assessment” i  opublikowany w  czasopismie Toxics  (doi:
10.3390/toxics10120740). Nie jest to jednak zarzut, lecz wyraz uznania, zwlaszcza ze Pani
Gadarowska jest pierwszym i jednoczes$nie korespondencyjnym autorem (wraz z prof.
Joanng Kalka).

e Niemniej jednak jako recenzent pracy chcialaby zwrdci¢ uwage na zastosowang w tej
cze$ci pracy konwencje¢ dotyczaca nomenklatury genéw. Co do zasady, nazwy
genéw powinny by¢ pisane kursyws, a nazwy bialek prostym krojem czcionki.
Tymczasem autorka nie uzywa takiej konwencji w sposob konsekwentny.
Przykladowo na stronie 35 nazwy gendw HMOXI, STC2, ADM i SRDI zapisane s3
prawidiowo, natomiast nazwy genéw ATF3, DNAJB4, GCLM w mylny sposéb
wskazujgcy, ze moga to by¢ nazwy biatek. Przykladéw takich jest o wiele wigcej, jak
chociazby nazewnictwo gendéw w Tabeli 2.3

o Poza tym, na stronie 33 Autorka dysertacji pisze, iz aktywacj¢ keratynocytow mozna
oceni¢ na podstawie analizy ekspresji genow i bialek. Co oznacza w tym kontekscie
ekspresja bialek (Doktorantka opisuje w tej czgsci zastosowaniu metody RT-PCR)?
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e Natomiast w Tabeli 2.2 Autorka rozréznia linie komorkowe transgeniczne oraz
reporterowe, Na jakiej podstawie zostal wykonany ten podzial? Czy na przyklad
linia komoérkowa MCF7 AREc32 nie jest linig transgeniczng?

W kolejnych rozdziatlach Materialy oraz Metody badawcze opisane zostaly odczynniki,
material biologiczny oraz procedury poszczegélnych eksperymentéw. W kilku miejscach
stosowane procedury zostaly opisane do$¢ ogdlnie, np. sktad podtéz do hodowli komérek
nie jest precyzyjny (podawane sg objgtosci odczynnikoéw bez wskazania stezenia).

Czgs¢ Wyniki stanowi bardzo interesujgcy element pracy doktorskiej Pani Dominiki
Gadarowskiej. Nalezy podkresli¢, ze umiej¢tne zaplanowanie badan, sformulowanie tez
pracy i konsekwentne ich realizowanie dostarczyly szeregu oryginalnych wynikow istotnych
pod wzgledem poznawczym i aplikacyjnym. Na uwage zashiguje nie tylko osiggniecie
ostatecznego celu, czyli okreslenie punktéw koncowych metody wiasciwych dla
keratynocytéw i komorek dendrytycznych oraz okreslenie metody wspélnej hodowli dla
tych dwdch typow komorek w celu opracowania metody in vitro oceniajgcej potencjat
uczulajacy substancji, ale réwniez ilo§¢ analizowanych parametrow i warunkéw samej
hodowli komérek. Autorka dysertacji zastosowala czteroetapowe podejscie, w ktérym
weryfikowala profil uwalniania wybranych cytokin zapalnych przez 3 typy keratynocytow,
w tym dwa typy nalezagce do hodowli pierwotnej. Analizowata takze w jaki sposdb
obecno$¢ komoérek dendrytycznych (2 rodzaje) wplywa na poziom uwalniania cytokin
zapalnych uwalnianych przez keratynocyty oraz testowala wplyw sposobu prowadzenia
kokultury (posrednia i bezposrednia) keratynocytéw i komorek dendrytyczych na ekspresje
antygenow powierzchniowych na komérkach dendrytycznych.

Ostatecznie Pani Ggdarowska sprecyzowala optymalne warunki metody kokultury
keratynotytéw z komoérkami dendrytycznymi. Jako model keratynocytow zostaly wybrane
komérki NHEK-neonatal, a komérek dendrytycznych linia THP-1 w wariancie hodowli
bezposredniej. Czas ekspozycji na materialy badane zostal wytypowany jako 24 h, a punkty
koncowe okreslono jako pomiar st¢zenia IL-1a4 oraz IL-18 w mediach pohodowlanych oraz
ocena ekspresji antygenu CD54 na komoérkach THP-1. O znaczeniu uzyskanych wynikéw
$wiadczy fakt, Zze stosujgc model predykcyjny oparty na analizie ekspresji antygenu CD54
oraz poziomu IL-18 prawidlowo sklasyfikowano wszystkie badane substancje uczulajgce
(9/9), oraz cztery z pigciu substancji nieuczulajgcych (4/5).

Podsumowujgc, nakreslone na poczatku cele pracy, ktére stanowig zlozone problemy
badawcze zostaly zrealizowane w sposdob skrupulatny i przemyslany. Nie oznacza to jednak,
ze tematyka badawcza zostala w tym obszarze wyczerpana. Wrecz przeciwnie - otwiera
nowe pola do dyskusji, a otrzymane wyniki stanowig punkt wyjscia do dalszych badan.
Dlatego prosilabym Doktorantk¢ o kilka zdan na temat mozliwosci wykorzystania w
praktyce uzyskanych wynikow.

Ponadto, podczas lektury pracy doktorskiej nasungly mi si¢ nast¢pujace pytania. Prositabym
o ich skomentowanie

e Czy oznaczano przezywalno$¢ komoérek w kokulturach? Teoretycznie, na przyklad

Instytut Biotechnologii Molekularnej i Przemyslowej l\ﬁ

ul. Stefanowskiego 2/22, 90-5637 L6dz

tel.. +48 42 631 34 42 HR EXCELLENCE IN RESEARCH
e-mail: biochem@info.p.lodz.pl, w5i51@adm.p.lodz.pl

www.p.lodz.pl, www.binoz.p.lodz.pl



inny sklad podtéz hodowlanych w kokulturach w poréwnaniu z monokulturami
moze mie¢ wplyw na ostateczny wynik

e Jak Autorka tlumaczy zjawisko zwigkszonego sygnatu (> 100% w poréwnaniu z
komorkami nie traktowanymi DNCB) przy niskich stgzeniach DNCB wskazujgce na
indukowang aktywno$¢ metaboliczng komérek NHEK-neonatal (Rys. 6.1). To samo
pytanie dotyczy danych przedstawionych na Rysunku 6.30 i 6.31. Czy podczas
oznaczania przezywalnosci zmieniano podioze przed dodaniem odczynnika
AlamarBlue?

e Doktorantka na stronie 79 pisze, iz najbardziej wrazliwym na dziatanie DNCB typem
komoérek okazaly si¢ keratynocyty pochodzenia noworodkowego i ze znaczacy
spadek zywotnoéci obserwowano juz przy stgzeniach w przedziale 0,63 - 1,25 pg/ml.
Tymczasem z Rysunku 6.1 wynika, ze przezywalno$¢ komoérek NHEK- neonatal
przy stezeniu DNCB 0,63 pg/ml jest na poziomie 100%. Co wigcej, to komorki
Keratinosens charakteryzowaly si¢ zmniejszong Zywotnoscia w obecnosci
mniejszych dawek DNCN, gdyz statystycznie znamienny spadek zaobserwowano
przy stezeniu 0,16 pg/ml. Najwigksza wrazliwo$¢ komérek Keratinosens na DNCB
stosowany w mniejszych stezeniach ma réwniez odzwierciedlenie w wyznaczonych
przez autorke w warto$ciach CV75. Proszg o komentarz dotyczacy tych wynikéw.

o Jakie stezenic DNCB stosowano w analizie stgzenia cytokin w mediach
pohodowlanych monokultur keratynocytéw (Rysunek 6.3, 6.5, 6.7 i 6.9)? Poza tym
na w/w rysunkach brak jest oznaczenia znamiennosci statystycznej oraz wskazania
odchylenia standardowego badz stupkéw blgdéw - czy wynika to z faktu, ze dane
pochodzg z jednego oznaczenia?

e Dlaczego przy ocenie przezywalnosci w obecnosci DNCB stosowano rézne stgzenia
substancji dla kazdego typu komérek (Rysunek 6.11)? W przypadku MMP oraz EU
zakres stezen zostal dobrany w sposdb identyczny dla kazdego typu komorek (Rys.
6.12)? To samo pytanie dotyczy Rysunku 6.29.

e 7 czego moze wynikaé roznica w wyznaczonych wartosciach CV75 w przypadku
komoérek NHEK — adult hodowanych w obecnosci DNCB (Tabela 6.1 oraz 6.2 i
6.6)?

e Czy przeprowadzono poréwnanie modelu hodowli kokulturowej oraz
monokulturowej dla panelu 14 substancji ostatecznie wybranego punktu koficowego
w postaci oceny ekspresji CD54 oraz IL-1a?

W pracy nie znajduje powazniejszych bledéw edytorskich czy tez istotnych niedociagnigé.
Kilka z nich zamieszczam ponizej

o ,Udowodniono, ze keratynocyty noworodkowy produkuja wigksze iloéci TNF-alfa w
odpowiedzi na inaktywowane termicznie mikroorganizmy w poréwnaniu do

keratynocytéw noworodkowych”
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e Na rysunku 6.2 nie wskazano ktorych komoérek dotyczg poszczegolne wykresy
e Strona 44 : TGF-b zamiast TGF-beta
e Strona 56: CaCl zamiast CaCl2

Niemniej jednak moje uwagi krytyczne i komentarze nie podwazajg bardzo pozytywnej
oceny wartosci naukowej pracy, a sg jedynie uwagami do dyskusji.

Podsumowanie

Po zapoznaniu si¢ z dysertacjg doktorska Pani Dominiki Ggdarowskiej stwierdzam, ze
Doktorantka bardzo trafnie wybrala tematyke badan, jasno sformulowala cel pracy, dobrze
zaplanowala i wykonala do$wiadczenia, wykazala si¢ umiejg¢tnoscia interpretacji 1 dyskusji
oraz wyciggania wlasciwych wnioskow, a takze umiejgtnie sformulowata podsumowanie
pracy. Przedlozona do recenzji praca doktorska jest wigc kompleksowym opracowaniem
stanowigcym wartosciowy przyczynek do istniejgcego stanu wiedzy, zawiera réwniez
elementy nowatorskie i speinia warunki 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. 593 z pdzniejszymi zmianami). Na tej podstawie wnioskuj¢ wigc do Rady
Dyscypliny Inzynieria Srodowiska, Gérnictwo i Energetyka Politechniki Slaskiej o przyjecie
rozprawy ,,Aktywacja komérek dendrytycznych i keratynocytow jako alternatywna metoda
oceny dziatania uczulajgcego ksenobiotykéw” i dopuszczenie mgr Dominiki Gadarowskiej
do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Podpisata Edyta Gendaszewska-Darmach
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