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Recenzja rozprawy doktorskiej
przedstawionej przez Pania mgr Adrianne Piwoni
» Wplyw lipidow rezorcynolowych na stan fizjologiczny i morfologiczny komorek linii

HepG2 traktowanych alkoholem etylowym”

Przestana do recenzji przez Rade Wydzialu Biotechnologii Uniwersytetu
Wroclawskiego rozprawa doktorska pt ,,Wplyw lipidow rezorcynolowych na stan
fizjologiczny 1 morfologiczny komorek linii HepG2 traktowanych alkoholem etylowym”
napisana przez Panig mgr Adrane. Piwoni pod kierunkiem promotora Pana dr hab. Jerzego
Gubernatora oraz promotora pomocniczego Pani dr Marii Stasiuk jest proba odpowiedzi na
jedno z czesto zdawanych pytan dotyczacych prozdrowotnego oddzialywania naturalnych
sktadnikéw biologicznie czynnych jakimi sg lipidy rezorcynolowe szczegdlnie w przypadku
jednoczesnego dziatania alkoholu etylowego. Badania nad prozdrowotnym oddzialywaniem
lipidow rezorcynolowymi doczekaly si¢ wprawdzie wielu opracowania jednakze nadal nie
mamy petnej jasnosci, co do ich interakcji z procesami metabolicznymi etanolu zachodzagcymi
w komorkach watroby. Problematyka podjeta w przedlozonej pracy doktorskiej ma istotne
znaczenie z poznawczego jak rowniez z medycznego punktu widzenia. Dlatego tez warto byto
podja¢ trud przeprowadzenia takich badan, aby uzyska¢ odpowiedzi na postawione w celu
badan pytania o ochronnej roli lipidow rezorcynolowych przed hepatoksycznym dziataniem
etanolu. Doktoranta podjeta proby okreslenia stanu fizjologicznego oraz zmian
morfologicznych komorek linii HepG2 watroby poddanych dziataniu etanolu oraz lipidow
rezorcynolowych.

Przedstawiona do recenzji praca pod wzglgdem formalnym jest opracowana bez
zarzutow Jest napisana dobrym jezykiem polskimi zawiera wszystkie elementy rozprawy
doktorskiej. Praca obejmuje 173 numerowanych stron. W pracy znajdujemy wykaz
stosowanych skrotow wraz z ich angielskojezycznymi ttumaczeniami. Bardzo czytelne 1 w

petni odzwierciedlajace istot¢ przeprowadzonych badan streszczenie w jezyku polskim oraz
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angielskim. Wstep do prac zawarty na stronach od 10 do 56 jest bardzo obszerny i
merytorycznie adekwatny do problematyki pracy doktorskiej. We wstgpnie znajdujemy
omoéwienie aktualnego stanu wiedzy, w oparciu o 220 publikacji sposrod 291 cytowanych w
rozprawie. Autorka podzielita omowienie aktualnego stanu wiedzy na siedem podrozdzialow.
W poszczegolnych rozdzialach uwzglednita praktycznie wszystkie najwazniejsze publikacje
dotyczace zagadnien wystepowania 1 roli lipidéw rezorcynolowych, ich biologicznej
aktywnosci, szlakow metabolizmu, chorobom zwigzanym z uzywanie etanolu oraz
metabolizmem 1 jego toksycznemu oddziatywaniu. W podrozdziatach 3.5 1 3.6 znajdujemy
bardzo obszerny opis funkcjonowania watroby oraz opis modeli watrobowych stosowanych w
badaniach hepatoksycznosci. Na podkreslenie zastuguje fakt, ze autorka dokonujac przegladu
stosowanych modeli watrobowych dokonata ich krytycznej analizy wskazujac na ich
ograniczenia. Kolejny podrozdziaty 3.7. pt. ,,Charakterystyka wybranych linii komorkowych”
poswiecony hepatocytom pierwotnym, linii komorkowej HepaRG oraz linii komdrkowe;
HepG2. Doktoranta przeprowadzita wnikliwg analizg wad i zalet wykorzystania omawianych
linii komoérkowych w badaniach hepatoksycznosci.

Wstep do rozprawy pozwolil autorce na analize aktualnego stanu wiedzy,
zdefiniowanie problemu naukowego dotychczas nie rozstrzygnietego w literaturze
przedmiotu jak rowniez stanowi uzasadnienie przyjetego modelu badawczego. W oparciu
o dokonana analize literatury przedmiotu we wstepie w rozdziale ,,Cel pracy” na stronie 57
kandydatka dokfadnie i jasno zdefiniowala cele swojej rozprawy.

Rozdziat 5 rozprawy ,Materialy 1 Metody” zawarty na stronach 58 — 77 zostat
przygotowany bardzo starannie i dokfadnie. Doktorantka rozdzial ten podzielita na 3 gldéwne
podrozdziaty, w ktorych wyodrebnita dodatkowo szereg podrozdzialow nizszego rzedu
opisujacych szczegdtowo materiaty, stosowane sekwencje czasowe oraz poszczegodlne metody
analityczne. Rozdzial ten w pehi spelia kryterium weryfikowalno$ci naukowej. Pewne
zastrzezenia budzi brak pehniejszych informacji w podrozdziale 5.1.1.pt. ,Lipidy
rezorcynolowe” na temat odmiany zyta poniewaz udzial homologéw od C17 do C21 moze
by¢ zréznicowany pomi¢dzy odmianami i jednocze$nie autorka nie przeprowadzila analizy
jakosciowej badanej mieszaniny. Ponadto autorka przedstawita wyniki w postaci zaleznosci
procentowych co pozwala na tatwiejsza ich graficzng prezentacje jednakze nie pisze czy
analiz statystycznych dokonano w oparciu o wyniki rzeczywiste czy przeksztalcone do

wartos$ci procentowych.
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Wyniki badan autorka zamiescila na stronach od 78 do 120 w rozdziale 6 w 15
podrozdziatach poswigconych poszczegdlnym zagadnieniom bedacych przedmiotem badan.
Przyjety uktad wraz dokumentacja wynikow badan zamieszczona bezposrednio w teks$cie w
postaci tabel, wykresow 1 dokumentacji fotograficznej w znacznym stopniu ulatwia
bezposrednie $ledzenie toku myslowego autorki. Dokumentacja wynikow badan jest czytelna
i nie wzbudza zastrzezen. Wyniki badan prezentowane w podrozdziatach 6.1 i 6.2 stanowig
uzasadnienie wyboru dawek etanolu oraz alkilorezorcynoli w surowym ekstrakcie jak
uwodorowanych do dalszych badan. Pozostale podrozdzialy zawierajg analizy ochronnego
dzialania lipidow rezorcynolowych na komorki linii HepG2 poddanych nastepnie inkubacji z
etanolem. Przeprowadzono analizy przezywalnosci z wykorzystaniem testu MTT, poziomu
ATP, uwalniania dehydrogenazy mleczanowej, poziomu reaktywnych form tlenu, aldehydu
malonowego oraz glutationu. Badania stanu fizjologicznego sa uzupetnione badaniami cyklu
komorkowego wraz z ilo$ci komodrek apoptotycznych i1 nekrotycznych co zilustrowano
dokumentacja fotograficzng preparatow w mikroskopii fluorescencyjnej. Opis badan jest
szczegdtowy 1 kazdy z podrozdziatdéw konczy sie uogdlnieniem.

Pewien niedosyt w analizie tak bogatych i cennych wynikéw wzbudza brak proby
okreslenia wzajemnych relacji pomigdzy poszczegdlnymi parametrami fizjologicznymi i
morfologicznymi poprzez dokonanie analizy wieloczynnikowych korelacji lub poprzez
dokonanie analizy skupien. Taka analiza niezaleznie od oceny wptywu badanych czynnikow
na poszczegdlne parametry pozwolitoby na dokonanie caloSciowego podsumowania
wzajemnych zalezno$ci badanych cech fizjologicznych i1 ich rola w obserwowanych
procesach hepatotoksycznych.

W przedstawionej do oceny rozprawie zakres badan obejmowal wiele
réznorodnych, ale $cisSle powigzanych, Zzmudnych i wymagajacych duzej wiedzy i
umiejetnosci prac eksperymentalnych jak réwniez weryfikacji zastosowanych metod
analitycznych. Tak wszechstronnie zrealizowane badania, pomimo powyzszych zastrzezen,
pozwalaja na stwierdzenie ze maja one duza warto$¢ poznawcza jak i praktyczng, Autorka
udokumentowala w sposob nie wzbudzajacy zastrzezen prozdrowota role lipidow
rezorcynolowych oraz potencjalne mozliwosci wykorzystania ich uwodrowanych form w
leczeniu i zapobieganiu wplywu hepatotosycznemu oddziatywaniu alkoholu etylowego.

Na podstawie przeprowadzonych badan doktorantka opracowata bardzo starannie
rozdziat Dyskusja na stronach od 121 do 143. W rozdziale tym w sposéb rzeczowy, ale i
krytyczny kandydatka przedstawita wiasne wyniki badan na tle doniesien innych autorow.

Wedlug mojego rozeznania autorka uwzglednita wszystkie wazniejsze opublikowane do
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czasu przygotowania rozprawy prace. Jednakze, doktorantka nie unikngta drobnych potknieé
w trakcie dyskusji. Migdzy innymi pisze na stronie 141, ze ,, ... obserwujemy tu wyrazng w
oznaczanym poziomie GSH po inkubacji komorek z ARs ...” a w kolejnym zdaniu stwierdza
»Roznica ta nie zostata jednak wykazana statystycznie.” Jezeli nie potwierdzono wynikow w
oparciu o analiz¢ statystyczng nie mozemy mowi¢ o jakichkolwiek rdznicach. Ponadto
autorka kilkukrotnie stwierdza, ze wykazano korelacje pomiedzy analizowanymi parametrami
(m.in. na str. 141, 142 Takie stwierdzenie nie znajduje uzasadnienia w przedstawionych
wynikach badan poniewaz nie przeprowadzono zadnych analiz statystycznych
potwierdzajacych fakt takich korelacji.

Niezaleznie od powyzszych uwag, dyskusja wynikoéw prezentuje jasny cigg myslowy.
Na podkreslenie zastluguje fakt, ze w oparciu o wtasne wyniki badan dokonala uzupetniajace;j
interpretacji wynikdw wczesniejszych badan opublikowanych przez innych autorow. Cenna
jest rowniez dyskusja wilasnych wynikow badan przeprowadzonych w bardzo szerokim
zakresie badania nad ochronnym dziataniem lipidow rezorcynolowych oraz ich
uwodorowanych form na tle innych stosownych lekow oraz nad ich wilasciwosciami
antyoksydacyjnymi 1 prooksydacyjnymi w zaleznos$ci o stezen oddziatywajacych na komorki
watroby. Na podkreslenie zasluguje stwierdzenie doktorantki, ze wbrew dotychczasowym
pogladom alkilorezorcynole nie mozna zaliczy¢ do silnych antyoksydantow i ich aktywnos$¢
ochronna wynika z faktu ich inkorporacji do warstwy fosfolipidow dzigki czemu nastepuje
stabilizacji blon komérkowych. Autorka w tej czgsci rozprawy dokonuje oceny potencjalnych
mozliwo$ci wykorzystania uwodorowanych alkilorezorcynoli oraz identyfikuje réwniez
potencjalne kierunki badan nad nimi.

Podsumowaniem rozprawy jest ostatni rozdzial zawierajagcy wnioski. Autorka na
podstawie przedstawionej rozprawy sformulowata 13  wnioskow, ktore w pehi
odzwierciedlaja wyniki badan wlasnych doktorantki.

Rozprawa doktorska Pani mgr A. Piwoni jest waznym ogniwem w badaniach nad
oceng prozdrowotnej roli lipidéow rezorcynolowych, a w szczegdélno$ci jest cennym
wskazaniem mozliwosci wykorzystania ich uwodorowanych form w medycynie.
Wykorzystanie dodatkowych narzgdzi analitycznych moze pozwolilyby na pelniejsze
wykorzystanie wynikow, jednakze w Zadnej mierze nie maja wplywu na jako$¢ oceniane;j
rozprawy.

Na dorobek naukowy Pani mgr Adriany Piwoni sktadaja si¢ 2 opublikowane prace w

renomowanych czasopismach naukowych oraz jedna praca ztozona do druku.
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Podsumowujac ocen¢ rozprawy doktorskiej Pani mgr Adrianny Piwoni w swietle
artykuhlu 13, pkt. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki z p6zniejszymi zmianami (Tekst jednolity Dz.U.
Z dnia 15 wrze$nia 2017, poz. 1789) stwierdzam, ze przedlozona rozprawa spetnia wymogi
ustawowe 1 w pelni uzasadnia nadanie stopnia naukowego doktora nauk biologicznych w
dyscyplinie biotechnologia. W zwigzku z powyzszym wnioskuje do Rady Wydzialu
Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego zgodnie z artykutem 14 pkt. 2, ppkt. 3 w/wym
ustawy o przyjecie rozprawy i dopuszczenie jej do publicznej obrony.

Uzasadnienie

Rozprawa doktorska Pani mgr Adriany Piwoni stanowi oryginalne rozwigzanie
problemu naukowego oraz wykazuje wysoki poziom wiedzy teoretycznej kandydatki w
zakresie biochemii jak rdwniez umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowe;.

Jednoczesnie biorgc pod uwage zakres pracy, jej opracowanie, duze znaczenie
badanych zagadnien jak wskazanie na mozliwos¢ wykorzystania uwodorowanych lipidow
rezorcynolowych w leczeniu i zapobieganiu hepatotoksycznemu oddziatywaniu alkoholu

etylowego, ktore to ma duze znaczenie poznawcze jak rowniez duze znaczenie dla rozwoju tej

V.

dziedziny nauki oraz ogolnospoteczne stawiam wniosek o wyrdznienie rozprawy nagroda.
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