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1. Wprowadzenie

Rozprawa doktorska lek. Malwiny Soitysiak dotyczy niezwykle aktualnego zagadnienia, jakim jest
poszukiwanie substancji o potencjalnym dzialaniu ochronnym w kontekscie narazenia organizmu na
toksyczne dziatanie dymu tytoniowego. Pomimo powszechnej $wiadomosci zagrozef zwigzanych z
paleniem tytoniu, uzaleznienie to weigz stanowi jedno z najpowazniejszych wyzwar zdrowia publicznego
na $wiecie. Dym papierosowy zawiera ponad 7000 zwigzkéw chemicznych, z ktérych wiele wykazuje
silne dziatanie cytotoksyczne, mutagenne, genotoksyczne oraz rakotworcze. Wéréd tych zwigzkow
szczegblne miejsce zajmuja aldehydy — takie jak aldehyd octowy, formaldehyd, akroleina czy 4-
hydroksynonenal — ktére odgrywaja kluczowg role w rozwoju przewlektych choréb odtytoniowych, m.in.
przewleklej obturacyjnej choroby pluc (POChP), nowotworéw pluc oraz chorob ukiadu sercowo-
naczyniowego. Terapie wspomagajace ukierunkowane na ograniczenie szkodliwego wplywu dymu
tytoniowego staja si¢ obecnie obiektem intensywnych badan. Jednym z obiecujacych kierunkow jest
zastosowanie substancji naturalnych o udokumentowanych wiaéciwoséciach przeciwzapalnych i
antyoksydacyjnych, ktére moga wspiera¢ mechanizmy detoksykacyjne organizmu. Przykladem takiego
zwigzku jest B-escyna — mieszanina saponin triterpenowych pozyskiwana z nasion kaszianowca
zwyczajnego (Aesculus hippocastanum L.), powszechnie stosowana w leczeniu niewydolnosci zylnej i
stanéw zapalnych. W ostatnich latach, dzigki zastosowaniu zaawansowanych technik molekulamych,
odkryto nowe wlasciwosci B-escyny, w tym jej zdolno$é do aktywacji dehydrogenazy aldehydowej
(ALDH) - enzymu odpowiedzialnego za utlenianie toksycznych aldehyd6w do nieszkodliwych kwasoéw
karboksylowych. Wzrost aktywno$ci ALDH stanowi istotny element odpowiedzi komorkowe) na stres
oksydacyjny i moze odgrywaé rolg ochronng w komérkach narazonych na dzialanie szkodliwych
skladnikéw dymu tytoniowego. Rozprawa doktorska skiada si¢ z dwoch oryginalnych publikacji
naukowych, ktére laczy wspolny cel: ocena wplywu B-escyny na procesy biologiczne w drogach
oddechowych narazonych na dym papierosowy. Pierwsze badanie miato charakter eksperymentalny ir
vitro i zostalo przeprowadzone na komoérkach nabionka blony $luzowej nosa od zdrowych, niepalacych
ochotnikéw. W badaniu tym wykazano, ze B-escyna istotnie zmniejszala cytotoksycznosé i uszkodzenia
DNA wywolane przez ekstrakt dymu papierosowego (CSE), jednoczesénie silnie aktywujac ALDH oraz
zwickszajac ekspresj¢ gendéw kodujacych izoformy tego enzymu. Drugie badanie miato charakter
pilotazowy i dotyczylo oceny wplywu 7-dniowej suplementacji preparatem zawierajacym p-escyng oraz

ekstrakt z owocow aronii u osob palacych papierosy. Suplementacja ta prowadzita do istotnego
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zmnicjszenia  liczby neutrofilow w  plwocinie indukowanej oraz zwickszenia  potencjatu
antyoksydacyjnego w badanych prébkach biologicznych. Cho¢ poziomy cytokin prozapalnych IL-6 i IL-
8 ulegly redukcji, zmiany te nie osiagnely istotnodci statystycznej, co jednak nie wyklucza korzystnego
wplywu analizowanych zwigzkéw na stan zapalny i stres oksydacyjny w uktadzie oddechowym. W
swietle uzyskanych wynikéw B-escyna jawi sig jako obiecujacy zwiazek wspomagajacy w ochronie
komorek nabtonka droég oddechowych przed uszkodzeniami indukowanymi przez toksyczne sktadniki
dymu papierosowego. Jej potencjalne zastosowanie w prewencji i leczeniu powiktan zwigzanych z
paleniem tytoniu wymaga jednak dalszych, szerzej zakrojonych badan, obejmujacych wicksze populacje
pacjentow oraz roznorodne modele ekspozycji. Przedstawione w rozprawie dane stanowig istotny krok w
kierunku rozszerzenia potencjalnych wskazan terapeutycznych dla B-escyny — leku o ugruntowanym

profilu bezpieczefistwa i duzym potencijale w strategiach repozycjonowania lekéw.

2, Struktura pracy

Rozprawa doktorska ma klarowng i przejrzysta strukture, zgodna z obowiazujacymi standardami. Sktada
si¢ z dwdch spéjnych tematycznie publikacji naukowych, ktore zostaty opublikowane w renomowanych
czasopismach o zasiggu migdzynarodowym: ,,Biomedicine & Pharmacotherapy” (IF: 6.9, QI) oraz
»Journal of Medicinal Food” (IF: 1.7, Q3). Obie publikacje uzupelniaja si¢ tematycznie i stanowig zwarta
calos¢ naukowg. Taki uklad pracy umozliwia poglebiong analize zaréwno badai in vitro, jak i in vive, co

znaczaco podnosi warto$¢ poznawcza rozprawy.
3. Czesé teoretyczna

Wprowadzenie do rozprawy zawiera szczegblowe i rzetelne oméwienie problematyki Zwigzanej z
toksycznoscig aldehydéw obecnych w dymie tytoniowym, rola dehydrogenaz aldehydowych (ALDH), a
takze charakterystyka dziatania p-escyny. Autorka wykazata si¢ dobra znajomoscis literatury przedmiotu,
umiejgtnie integrujac dane z réznych zrédet w logiczny i przekonujacy wywod naukowy. Teoretyczne

podstawy pracy sg solidne i w pelni uzasadniaja podjecie zaprezentowanych badar.

4. Metodologia

Praca 1: B-escin activates ALDH and prevents cigarette smoke-induced cell death

W badaniu wykorzystano pierwotne komérki nabtonka nosa pobrane od zdrowych, niepalacych
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ochotnikéw metoda szczotkowania. Komoérki izolowano, trawiono, hodowano w pozywce do osiggnigcia
80% konfluencji. Ekstrakt z dymu papicrosowego (CSE) przygotowywano, przepuszczajac dym z
papieroséw 1R6F przez PBS, filtrujgc i stosujac w stezeniu 5%. Komérki preinkubowano z B-escyna (1
M, 30 min) przed ekspozycja na CSE. Oceniano zywotno$é (test LDH, barwienie jodkiem propidyny),
uszkodzenia DNA (ogniska 53BP1 w immunofluorescencji), ekspresje gendw ALDH (izolacja RNA, RT-
qPCR) oraz aktywnos¢ ALDH (test kolorymetryczny). Dane analizowano w GraphPad Prism, stosujgc
ANOVA z testem Tukeya i test Manna-Whitneya (p < 0,05)

Praca 2: B-escin and chokeberry fruit extract supplementation in smokers as potential anti-inflammato

protection—a Pilot Proof-of-Concept Study

W badaniu wziglo udziat 9 palaczy (4 mgzczyzn, 5 kobiet, $redni wick 48 lat) oraz 5 zdrowych
niepalacych ochotnikéw w grupie kontrolnej (1 mgzczyzna, 4 kobiety, $redni wiek 41 lat). Protokét
obejmowat siedmiodniowa suplementacjg p-escyna i/lub ekstraktu z owocow aronii u palaczy.
Spirometrig i indukcjg plwociny wykonano w dniu 0 oraz dniu 7. Oceniano steZzenia markeréw zapalnych
(IL-6, TNF-q) oraz aktywnos$¢ dehydrogenazy aldehydowej (ALDH) w komérkach nabtonka nosa.
Badanie zostalo zatwierdzone przez komisj¢ bioetyczna, a od wszystkich uczestnikéw uzyskano

$wiadoma zgodg.

Metodyka badan zostala dobrana adekwatnie do postawionych hipotez badawczych. Autorka
przeprowadzita kompleksowe analizy biologiczne z wykorzystaniem nowoczesnych technik
eksperymentalnych, takich jak oznaczenia aktywnosci ALDH, ekspresji mRNA, testy zywotnosci
komérek, ocena uszkodzen DNA, a takze analizy cytologiczne plwociny indukowanej. Co wazne, prace
te wykonano zaréwno na modelach in vitro, jak i in vivo, co $wiadczy o duzym zaawansowaniu projektu

badawczego oraz szerokim zakresie kompetencji Autorki.
5. Wyniki i ich interpretacja

Oba badania — zaréwno model in vitro z wykorzystaniem pierwotnych komoérek nablonka nosa, jak i
badanie interwencyjne u ludzi — spdjnic wskazuja, ze P-escyna wykazuje istotne wiasciwosci
cytoprotekcyjne i przeciwzapalne w kontekscie uszkodzen wywotlanych dymem papierosowym. W
eksperymentach in vitro f-escyna skutecznie ogranicza cytotoksyczno$¢ indukowang ekstraktem z dymu

papierosowego, redukuje liczb¢ uszkodzen DNA (ogniska 53BP1) oraz istotnie zwigksza ekspresj¢ i
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aktywnos¢ izoform dehydrogenazy aldehydowej (ALDH) odpowiedzialnych za detoksykacje
reaktywnych aldehydow powstajacych w trakcie stresu oksydacyjnego. Z kolei w badaniu in vive
pigciodniowa suplementacja B-escyng u palaczy prowadzita do obnizenia stezen prozapalnych cytokin
(IL-6, TNF-0) oraz wzrostu aktywnosci ALDH w komorkach nablonka nosa, co potwierdzalo obserwacje
z modelu komérkowego. Dodatkowo wyniki sugeruja, ze dziatanie B-escyny moze by¢ uzupetniane
innymi substancjami o wiasciwosciach antyoksydacyjnych, jak ekstrakt z aronii, ktory wzmacniat szlak

glutationowy i aktywno$¢ enzymow antyoksydacyjnych.

Lacznie, oba badania potwierdzaja, ze -escyna dziala wielokierunkowo — lagodzi stan zapalny, chroni
integralnos¢ genomu oraz aktywuje kluczowe enzymy detoksykacyjne. Z klinicznego punktu widzenia
wskazuje to na jej potencjat jako skiadnika suplementow diety lub terapii wspomagajacych ochrone drog
oddechowych, szczegblnie u 0séb przewlekle narazonych na dym tytoniowy. Takie podejscie moze
wspieraé prewencj¢ choréb zapalnych i degeneracyjnych uktadu oddechowego oraz zmniejszaé ryzyko

uszkodzef komérkowych bedacych konsekwencija przewleklego stresu oksydacyjnego.

Uwagi do metodologii

1. W badaniu in vitro proszg o wyjasnienie, w jaki sposob zapewniono powtarzalno$é skladu i
stezenia ekstraktu z dymu papierosowego (CSE) pomiedzy prébkami. Czy analizowano kluczowe

skiadniki dymu papierosowego? Jak okreslano ze osiggnigto stezenie 5% dymu w PBS?

2. Proszg o uzasadnienie wyboru stezenia 1 pM B-escyny w eksperymentach komérkowych. Czy
przeprowadzono wczesniejsze testy optymalizacyjne w celu ustalenia zakresu stezen

efektywnych i nietoksycznych?

3. W odniesieniu do ekstraktu z aronii prosz¢ o podanie informacji dotyczacych standaryzacii
surowca — w szczegblnosci zawartosei polifenoli i antocyjandw w kazdej partii stosowanej w

badaniu.

Wyniki przedstawione w rozprawie sg interesujace i istotne z punktu widzenia biologii molekularne;,
toksykologii oraz medycyny eksperymentalnej. Wykazano m.in., ze B-escyna wykazuje dziatanie
cytoprotekeyjne wobec komérek nablonka blony $luzowej nosa eksponowanych na ekstrakt dymu
papicrosowego oraz zwigksza aktywnos¢ ALDH. Dodatkowo, w badaniu in vive stwierdzono redukcje

liczby neutrofiléw w plwocinie palaczy oraz zwigkszong aktywnosé antyoksydacyjna. Interpretacja
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wynikéw zostala przeprowadzona w sposdb logiczny i krytyczny, z odniesieniem do literatury.
6. Warto$¢ naukowa pracy

Przedtozone prace analizuja wplyw B-escyny na ochrong komorek nablonka drég oddechowych przed
uszkodzeniami wywolanymi dymem papierosowym, iaczac model in vitro na pierwotnych komorkach
nablonka nosa z badaniem interwencyjnym in vivo u palaczy. Wyniki obu czgsci sg spojne i wskazujg, ze
B-escyna ogranicza cytotoksycznos¢, redukuje uszkodzenia DNA, zwicksza ekspresj¢ oraz aktywnosé
izoform dehydrogenazy aldehydowej (ALDH), a takze obniza poziom markeréw zapalnych. Badania
charakteryzuja si¢ wysokim poziomem oryginalnoéci, gdyz polaczenie eksperymentow
mechanistycznych z interwencjg w populacji ludzkiej jest rzadko spotykane w tej tematyce i Znaczgco
wzmacnia wiarygodno$é uzyskanych wynikéw. Mocng strong jest rygor metodyczny, obejmujacy
starannie opisang metodyke, zastosowanie odpowiednich kontroli oraz zwalidowanych metod
badawczych, a takze analiza mechanizméw, w ktérej zidentyfikowano ALDH jako kluczowy cel
dzialania P-escyny i powigzano jego aktywacj¢ z ochrong przed stresem oksydacyjnym. Warto$¢
praktyczna wynikéw polega na tym, ze mogg one stanowié¢ punkt wyjécia do dalszych badan klinicznych
nad profilaktyka i wspomaganiem leczenia choréb uktadu oddechowego u osob narazonych na dzialanie
dymu papierosowego. Ograniczeniem badan in vivo jest krétki, siedmiodniowy czas suplementacji,
niewystarczajacy do oceny dtugofalowych efektow zdrowotnych, brak pomiaréw klinicznych punktéw
koficowych takich jak czynno$¢ pluc czy jakosé rycia, a takze brak analizy wptywu zmiennych
indywidualnych (ple¢, wiek, historia palenia) na odpowiedz biologiczng. W badaniu obejmujacym takze
ekstrakt z aronii nie zbadano szczegétowo potencjalnych efektow synergistycznych z p-escyng. Pomimo
tych ograniczed, sp6jnos¢ wynikéw oraz ich znaczenie translacyjne uzasadniaja wysoka oceng wartosci

naukowej prac.

Uwagi do interpretacji wynikow

4. Prosz¢ o wyjasnienie, czy obserwowany wzrost aktywnoéci ALDH wynikat gléwnie z
podwyzszenia ekspresji genéw kodujacych te enzymy, czy moégh byé réwniez efektem ich
stabilizacji lub aktywacji postiranslacyjnej.

5. W badaniu in vivo poziomy markeréw zapalnych u palaczy po 7 dniach suplementacji

pozostawaly wyzsze niz u nie palaczy. Prosz¢ o komentarz, czy mozna to wigzaé z
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niewystarczajacym czasem interwencji, czy tez z trwatymi zmianami wywotanymi przewleklym

paleniem.

6. Prosz¢ o odniesienie si¢ do mozliwosci ekstrapolacji uzyskanych wynikéw dotyczacych komérek

nablonka nosa na inne odcinki drég oddechowych, takie jak oskrzela czy pecherzyki phucne.
Uwagi dotyczqgce dalszych badan

7. Czy Autorka planuje diuzsze badania interwencyjne, obejmujace pomiary klinicznych punktow
koficowych, takich jak czynno$¢ pluc (spirometria), objawy oddechowe czy biomarkery

systemowe?

8. Czy rozwaZane sy badania w populacjach chorych na przewlekle choroby pluc (np. POChP,

astma), aby oceni¢ potencjalne zastosowania terapeutyczne f-escyny w tych grupach?

9. W przypadku ekstraktu z aronii — czy planowane sg dalsze analizy potencjalnego dziatania

synergistycznego z B-escyny, w tym badania mechanizméw molekularnych takich interake;ji?

Cykl publikacji stanowiacy rozprawg doktorska wnosi istotny wkiad w rozwdj wiedzy na temat
potencjalnych mechanizméw ochronnych B-escyny w kontekécie narazenia drég oddechowych na
toksyny zawarte w dymie tytoniowym. Przedstawione badania mogg stanowi¢ podstawg do dalszych prac
nad zastosowaniem f-escyny jako skiadnika suplementow diety lub lekéw wspomagajacych ochrong

ukladu oddechowego u 0sdb narazonych na dym papierosowy.

7. Uwagi redakcyjne

Praca zostala przygotowana starannie, a jej jezyk jest jasny i precyzyjny. Nalezy jednak zwrocié uwage
na fakt, iz w wykazie publikacji podano identyczne numery DOI dla obu publikacji, co stanowi oczywista
pomytkg edytorska. Dodatkowo oba linki DOI kieruja do tej samej publikacji z czasopisma ,,Biomedicine
& Pharmacotherapy”, pomijajac poprawne odesfanic do artykulu opublikowanego w ,Journal of

Medicinal Food”. Sugestia dotyczy koniecznosci poprawienia tego bledu w wersji koricowej dokumentu.
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8. Podsumowanie i wniosek

Rozprawa doktorska Pani lek. Malwiny Soltysiak stanowi wartosciowy i oryginalny wkiad w rozw6j nauk
medycznych. Przedstawione wyniki s wiarygodne, dobrze udokumentowane i istotne z punktu widzenia
mozliwoéci translacji do praktyki klinicznej. Autorka wykazala si¢ duza samodzielno$cig badawcza oraz
rzetelnoscia naukows. Zgromadzony materiat badawczy oraz jego prezentacja spelniajg wymogi stawiane

pracom doktorskim zgodnie z obowigzujgcymi przepisami.

W zwigzku z powy2szym, praca Pani lek. Malwiny Soltysiak w pelni spelnia wymagania stawiane
rozprawom doktorskim, a jej wyniki moga stanowi¢ istotny wklad w rozwéj Dyscypliny Nauk
Medycznych. Z tego wzgledu z pelnym przekonaniem rekomenduj¢ dopuszczenie Pani lek.

Malwiny Soltysiak do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Prof. dr hab. n. med. n. zdr. inz. Arkadiusz Szterk
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