a\m»?% ‘

Recenzja rozprawy na stopien naukowy doktora nauk medycznych i nauk o zdrowiu
w dyscyplinie nauki medyczne lek. Malwiny Sottysiak pt. ,,Ocena cytoprotekcyjnego dziatania
B-escyny przed szkodliwym wplywem dymu tytoniowego na drogi oddechowe”.

Warszawa 18.06.2025

Palenie tytoniu jest jednym z najwiekszych zagrozern dla zdrowia publicznego na catym
$wiecie, bowiem z powodu choréb odtytoniowych (nowotworéw, chordb obturacyjnych)
umiera rocznie ponad 8 min ludzi. W Polsce nadal pali papierosy ok. 30 % dorostych Polakéw.
W dymie papierosowym stwierdzono obecnos¢ ok. 7000 toksycznych zwigzkéw chemicznych
w tym 38 najwazniejszych toksyn z ktorych sze$¢ to wyjatkowo szkodliwe lotne aldehydy
(akroleina, formaldehyd, propionaldehyd, krotonaldehyd, butyraldehyd oraz aldehyd
octowy). Diugotrwata ekspozycja na dym papierosowy prowadzi do zaburzenia zaréwno
funkeji jak i struktury komdrek drég oddechowych. W komérkach nabtonka migawkowego
dochodzi do zmniejszenia liczby rzesek oraz ostabienia ich ruchliwosci co w potaczeniu
z nadprodukeja $luzu, prowadzi do nadmiernego gromadzenia wydzieliny z drég oddechowych.
Dodatkowo generowany stres oksydacyjny, przewlekly stan zapalny oraz zwiekszona rekrutacja
makrofagow i neutrofiléow do drég oddechowych prowadzi do rozwoju POChP. Stres
oksydacyjny i m.in. akumulacja reaktywnych form tlenu (ROS) ktére, jesli nie zostang
zneutralizowane, uszkadzaja DNA i biatka komdrek oraz wywolujg peroksydacje lipidéw.
W efekcie powstaja toksyczne aldehydy: krotonowy, malonowy (MDA) akroleina,
4-hydroksynonenal - 4HNE, ktére tworzg mutagenne i rakotwércze addukty z makro-
czgsteczkami, w tym z DNA | RNA komérek, co skutkuje zaburzeniem funkgji ich, kancerogeneza
i nasileniem stanu zapalnego.

Diatego tez, zaprzestanie palenia jest najwazniejszym dziataniem w prewencji chordb
odtytoniowych. Niemniej wazne wydaje sie znalezienie substancji zmniejszajgcych toksycznosé
dymu tytoniowego. | tak wirdéd poszukiwanych zwiazkow na uwage zastuguje m.in. escyna.
Escyna jest mieszaning okoto 80 triterpenoidowych saponin czyli acylowanych glikozydéw
triterpenowych  ekstrahowanych z nasion kasztanowca zwyczajnego  (Aesculus
hippocastanum), ktére zawieraja od 3 do 10% escyny. W budowie saponin cecha
charakterystyczng jest tfaricuch trisacharydowy przy weglu C-3 triterpenu, sktadajacy sie
2 kwasu glukuronowego oraz glukozy, galaktozy lub ksylozy. Gtéwnym sktadnikiem escyny jest
B-escyna, czyli protoescygenina estryfikowana kwasem angelikowym przy weglu C-21 oraz
kwasem octowym przy weglu C-22. Wykazano, ze B-escyna hamuje aktywnoi¢ NF-xB
(gtownego regulatora szlaku zapalnego), a ponadto ostabia reakcje komoérek na bodziec
zapalny, zmniejsza liczbe komodrek odpornosciowych rekrutowanych do miejsca zapalenia oraz
redukuje wydzielanie MMP9. B-Escyna jest takie silnym aktywatorem dehydrogenazy
aldehydowej (ALDH) — grupy 19 enzymow katalizujacych utlenianie aldehyddéw do
nietoksycznych kwasow karboksylowych. Dotychczas w badaniach in vitro, z uzyciem ludzkich



komédrek nabtonka oskrzelowego wykazano, 2e zwiekszona ekspresja ALDH3A1 zmniejsza
cytotoksycznosé wywotang przez CSE (cigarette smoke extract-ekstrakt dymu tytoniowego).
Zatem [-escyna potencjainie mogta by byé wykorzystana do ograniczenia negatywnych
czynnikéw zdrowotnych zwigzanych z ekspozycja na dziatanie aldehydéw powstajacych
podczas palenia tytoniu. Dotychczasowe zastosowania medyczne B-escyny w codziennej
praktyce klinicznej obejmuje wskazania wenotoniczne | wenoprotekcyjne. Zatem
wykorzystywane sg wiasciwosci przeciw-obrzekowe, przeciwzapalne i przeciwutleniajace -
escyny w tagodzeniu obrzekdw i bdlu koriczyn dolnych w przebiegu przewlekiej niewydolnosci
zylnej, nastepnie w zmniejszeniu obrzeku i stanu zapalnego guzkéw krwawniczych, czy w
zmniejszeniu obrzeku po urazach lub operacjach. Badano takie beta-escyne pod katem
leczenia wspomagajacego nowotwordw m.in. raka tarczycy.

Z uznaniem i duzym zainteresowaniem przyjgtem zatem do recenzji rozprawe
doktorska tekarz Malwiny Sottysiak , ktdrej celem zasadniczym byla ocena in vitro oraz in vivo
wptywu B-escyny na procesy biologiczne zachodzace w drogach oddechowych eksponowanych
na dziatanie dymu papierosowego. Podkresli¢ nalezy aktualnos¢ problematyki i duze znaczenie
rozprawy tak teoretyczne jaki kliniczne.

Na rozprawe sktadajg sie dwie oryginalne prace opublikowane w jezyku angielskim w
periodykach z Listy Filadelfijskiej, w ktérych to doniesieniach lek. Malwina Softysiak jest
pierwszym autorem:

1. Malwina Sottysiak, Magdalena Papliiska-Goryca, Paulina Misiukiewicz-Stepien,
Paulina Wojtowicz, Matgorzata Dutkiewicz, Oliwia Zegrocka-Stendel, Maria Sikorska, Dorota
Dymkowska, Laura Turos-Korgul, Rafat Krenke, Katarzyna Koziak. B-Escin activates ALDH and
prevents cigarette smoke-induced cell death. Biomedicine & Pharmacotherapy, 2024, Volume
170, 115924, ISSN 0753-3322, PMID: 38016364

2. Malwina Softysiak, Katarzyna Koziak, Matgorzata Dutkiewicz, Oliwia Zegrocka-
Stendel, Paulina Misiukiewicz-Stepieri, Rafat Krenke, and Magdalena Papliniska-Goryca. B-Escin
and Chokeberry Fruit Extract Supplementation in Smokers as Potential anti-Inflammatory
Protection—a Pilot Proof-of-Concept Study. Journal of Medicinal Food, 2024, PMID:
39230432 https://doi.org/10.1016/j.biopha.2023.115924.

tgczna wartosé IF za te publikacje wynosi 7,7 pnkt., a wartos¢ MEIN =170 pnkt.

indywidualny wkitad pracy doktorantki w powstawanie tych oryginalnych doniesier
wspotautorzy zgodnie ocenili na odpowiednio: 35% i 55%.

Zasadniczy cel rozprawy zostat osiagniety poprzez realizacjg celdw szczegotowych tj.:

1. ocene wptywu B-escyny na zywotnosé komadrek nabtonka btony sluzowej
nosa oraz uszkodzenia DNA komdrek eksponowanych na CSE (cigarette smoke extract-
ekstrakt dymu tytoniowego)



2. analize wplywu B-escyny na aktywnosc¢ ALDH oraz ekspresje mRNA
izoform ALDH w komorkach nabtonka btony siuzowej nosa stymulowanych CSE.

3. oceng dziatania B-escyny na aktywnos¢ ALDH w komérkach
jednojadrzastych krwi obwodowej (PBMC) zdrowych niepalacych oséb w warunkach in
vitro oraz in vivo.

4, zbadanie wptywu tygodniowej suplementacji preparatem zawierajacym
B-escyng i ekstrakt z owocow aronii na procesy zapalne oraz stres oksydacyjny
w drogach oddechowych palaczy tytoniu.

Pierwsza publikacja to praca eksperymentalna z wykorzystaniem komdrek nabtonka
nosa izolowanych z wymazéw szczoteczkowych od 0s6b zdrowych niepalgcych (n=15). Komarki
zastaty poddane dziataniu B-escyny (1pM) i/lub CSE (5%). Zywotnoéé komorek, aktywnogé
ALDH oraz uszkodzenia DNA w komérkach oceniano po 24 godzinach, za$ ekspresje mRNA dla
7 isoform ALDH (ALDH1A1, ALDH1A3, ALDH2, ALDH3A1, ALDH3A2, ALDH3B1 oraz ALDH18A1)
badano po 1, 3, 6 24 godzinach. W przeprowadzonych doswiadczeniach oceniono wptyw 5%
ekstraktu dymu tytoniowego (cigarette smoke extract, CSE) na komérki poddane dziataniu B-
escyny (1uM). Wykazano, ze w obecnosci B-escyny zmniejszata sig¢ cytotoksycznoséé dymu
tytoniowego. W hodowlach komérkowych narazonych na dziatanie CSE w obecnosci escyny
wykazano istotng redukcje liczby uszkodzern DNA. Zaréwno B-escyna, jak i ekstrakt dymu
tytoniowego stymulowaly aktywnos¢ enzymatyczng ALDH, ale obserwowany efekt byt
znacznie silniejszy w przypadku réwnoczesnego traktowania komorek CSE oraz B-escyng.
Podobne zjawisko stwierdzono dla ekspresji mRNA dla izoform ALDH: jednoczesna ekspozycja
komdrek na B-escyne i CSE prowadzita po 6 godzinach do najsilniejszego wzrostu ekspresji
ALDH1A1 i ALDH3A1, a po 24 godzinach dla ALDH1A3, ALDH3A2, ALDH3B1 i ALDH18A1,
Ponadto, B-escyna zapobiegata hamowaniu ekspresji ALDH2 indukowanej przez CSE w 24
godzinie po inkubaciji.

W badaniu in vivo oceniano wptyw 7 dniowej suplementacji B-escyng w potaczeniu
2z ekstraktem z owocdw aronii na procesy zapalne i oksydacyjne w drogach oddechowych
palaczy. Spoiywanie produktu zawierajacego B-escyne i ekstrakt z owocdw aronii istotnie
obnizyto liczbe neutrofiléw w plwocinie indukowanej palaczy w poréwnaniu do poziomu
neutrofilow bez suplementacji. W 7 dobie suplementacji, liczba neutrofildw w plwocinie
palaczy byfa istotnie nizsza (p=0,03), osiggajac poziom poréwnywalny do poziomu w grupie
kontrolnej. Zaobserwowano nieistotne statystyczne zmniejszenie zawartosci IL-6 i IL-8
w plwocinie indukowanej palaczy w 7 dobie suplementacji preparatem B-escyny. Wyniki
przeprowadzonego badania pilotazowego sugeruja, ze niskie dawki B-escyny w potaczeniu
z ekstraktem z owocow aronii moga wywiera¢ korzystne dziatanie ochronne, poprzez istotne
zmniejszenie akumulacji neutrofiléw w drogach oddechowych palaczy tytoniu. Moiliwy
mechanizm leiacy u podstaw tego zjawiska moze wynikaé z aktywacji ALDH i wzmocnienia
komérkowej odpowiedzi antyoksydacyjnej. W przeprowadzonym badaniu B-escyna istotnie
podwyiszata aktywnos¢ ALDH in vitro w komérkach PBMC, natomiast in vivo w materiale



biologicznym pobranym z drég oddechowych palaczy tytoniu stwierdzono zwiekszenie
zdolnosci antyoksydacyjne.

Po podsumowaniu wynikdw doktorantka wycigga wnioski odpowiadajgc szczegotowo na
wytyczone cele.

Whniosek zasadniczy: Escyna wywiera dziatanie cytoprotekcyjne, przeciwzapaine oraz
antyoksydacyjne w drogach oddechowych poddanych dziataniu dymu tytoniowego.

Whioski szczegotowe:

1. B-escyna zwieksza zywotnosé oraz zmniejsza liczbe uszkodzen DNA w komarkach
nabtonka btony éluzowej nosa poddanych dziataniu CSE.

2. B-escyna zwieksza aktywnos$¢ ALDH w komdrkach nabtonka nosa. Mechanizm tego
zjawiska obejmuje nasilenie ekspresji gendw kodujacych rdine izoformy ALDH.
Zaobserwowane zjawisko ma efekt addytywny w srodowisku stymulowanym dymem
papierosowym,

3.B-escyna jest silnym aktywatorem ALDH w PBMC i zwieksza aktywnos¢ ALDH zaréwno
in vitro jak i in vivo.

4. B-escyna wptywa na stan zapalny przez hamowanie naptywu neutrofildw oraz
zwieksza potencjat antyoksydacyjny w drogach oddechowych oséb palgcych papierosy.wptywa

na stan zapalny przez hamowanie naptywu neutrofildbw oraz zwieksza potencjat
antyoksydacyjny w drogach oddechowych oséb palacych papierosy.

Recenzujac dysertacje lekarz Malwiny Sottysiak mam utatwione zadanie bowiem te 2
prace skladajace sie na jej rozprawe zostaly ogtoszone drukiem w renomowanych
czasopismach. Zostaly zatem wszechstronnie zrecenzowane przez co najmniej kilku
niezaleznych badaczy i redaktorow tych czasopism co wplynelo na odpowiednie
przedstawienie zatozeh i celéw badan, dobdr wiasciwych metod statystycznych jak i czytelng
prezentacje wynikow wraz z interesujgcq dyskusjg i doborem odpowiedniego pismiennictwa.
Prace te , tematycznie i logicznie spdjne uwazam za interesujgce, wartosciowe i wnoszace
nowe istotne informacje na temat ochronnych wtasciwosci beta-escyny.

Korzystajac jednakie z obowigzku jak i przywileju recenzenta chciatbym podkreélic, ze
o ile pierwsza prace tj. badania in vitro oceniam bardzo wysoko z uwagi na nakfad pracy,
nowoczesny warsztat badawczy, wszechstronno$é i zakres wykonanych oznaczen w tym
2ywotnosci komarek nabtonka jamy nosowej, aktywnosci ALDH, liczby uszkodzer DNA to druga
prace traktuje tylko jako doniesienie wstepne, pilotazowe. W pracy pierwszej zabrakto mi moze
tylko pewnego poréwnania wynikdw z pracami innych autoréw m.in. w zakresie warsztatu
i metodyki. Druga praca tj. praca kliniczna, w mojej opinii, nie uprawnia do wyciagniecia tak
jednoznacznych wnioskéw na temat wptywu escyny na stan zapalny przez hamowanie naptywu
neutrofiléw oraz zwiekszenie potencjatu antyoksydacyjnego w drogach oddechowych osdb
palgcych papierosy. Dlaczego tak uwaiam ? Otéz w drugim badaniu zastosowano B-escyne



w bardzo matej dawce tj. tylko 10 mg, ale nie wykonywano badan z zakresu farmakokinetyki
—nie oznaczono stezer B-escyny ani w surowicy krwi, ani w §linie ani w plwocinie indukowanej.
Zatem nie wiadomo, czy osiagnieto takie steienia B-escyny jakie chociaiby stosowano
w badaniach in vitro czyli wystarczajace np. do skutecznego stymulowania ALDH ??7.
W badaniach klinicznych innych autoréw stosowane dawki escyny podawanej iv. wahaty sie
np. od 0,2 mg/kg/dobe do 0,9 mg mg/kg/dobe. Sama doktorantka przyznaje, ze rutynowo
stosowane dawki B-escyny np. w chorobach 2yt koriczyn s3 dziesieciokrotnie wyisze, ale poza
takim lakonicznym stwierdzeniem nie rozwija dalej dyskusji w tym kierunku. Poza tym
w badaniu nr 2 ochotnicy otrzymywali dodatkowo wyciag z aronii co, w moim przekonaniu,
nieco gmatwa sprawg, bo jak rozrézni¢ dokiadnie i pewnie dziatanie przeciwzapalne od
antyutleniajgcego i jak oceni¢ ewentualne interakcje pomiedzy B-escyna a wyciagiem z aronii.
Owoce aronii {Aronia melanocarpa) nalezacej do rodziny rézowatych (Rosaceae) nie zawieraja
escyny, ale s3 bogate w antocyjany, flawonoidy, procyjanidyny, witamine C oraz kwasy
fenolowe. Uwaia sie zatem, Ze aronia jest cennym Zrédtem przeciwutleniaczy, wspierajacych
uktad sercowo-naczyniowy i odpornosciowy. Enigmatyczna jest jednak dawka wyciagu
2 owocow aronii, ktéra miataby by¢ skuteczna Kklinicznie? No i najwazniejsza uwaga do tego
badania: nie zastosowano placebo i nie zaslepiono badania. Powszechnie wiadomym jest, ze
w ocenie klinicznej skutecznosci substancji badanej wiarygodne sq tylko prospektywne,
dtugofalowe wieloosrodkowe badania z wykorzystaniem placebo i podwdjnie $lepa préba wraz
2 doborem odpowiednich tzw. punktéw koricowych. Zabrakto mi zatem pewnego krytycznego
odniesienia doktorantki do konstrukcji samego badania jak i dtugosci stosowanej interwencji,
bo czy 7 dni jest rzeczywiscie wystarczajacym okresem ? Jakie mogtyby byé wyniki po dalszych
7 dniach obserwacji ale z wykorzystaniem placebo?

Poczynione uwagi moga byé zaczynem dyskusji w czasie obrony i absolutnie nie
umniejszajg wartosci catej dysertacji, ktéra w mojej opinii spetnia warunki na stopieri doktora
nauk medycznych inauk o zdrowiu w dyscyplinie nauki medyczne okreélone w art. 187 Ustawy
z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668). Rozprawa
ta porusza niezwykle istotne i aktualne problemy zwigzane 2z poszukiwaniem substancji
wykorzystywanych w zapobieganiu negatywnym skutkom dymu papierosowego. Swiadczy o
duzej wiedzy, pracowitosci, pewnej samodzielnosci doktorantki i umiejetnosci wykorzystania
nowoczesnego warsztatu badawczego.

Dzigkujac Radzie Dyscypliny Nauk Medycznych WUM oraz Szanownej Pani Profesor
Marcie Strudze - Przewodniczacej Rady za przywilej recenzowania tej dysertacji wnosze
o dopuszczenie lekarz Malwiny Softysiak do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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