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Podstawa prawna

Recenzje przygotowano na zlecenie Pani dr hab. inz. Anny Diowksz, prof. uczelni,
Dziekana Wydziatu Biotechnologii i Nauk o Zywnosci Politechniki L.odzkiej, po wyznaczeniu
mojej osoby na recenzenta przez Rade ds. Stopni Naukowych Politechniki rLodzkiej
w dyscyplinach nauki chemiczne, inzynieria chemiczna, technologia zywnoéci i zywienia
(Uchwata nr 57/2021). Przewdd doktorski zostat wszczety 16.04.2019 r., na podstawie Ustawy
z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule
w zakresie sztuki (Dz.U. z2017 r. poz. 1789) oraz rozporzadzenia Ministra Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego z dnia 19 stycznia 2018 r. (w sprawie szczegélowego trybu przeprowadzania
czynnosci w przewodach doktorskim i habilitacyjnym oraz w postgpowaniu o nadanie tytutu
naukowego (Dz.U. z 2018 r. poz. 261) i przeprowadzany jest w dziedzinie nauk rolniczych,
dyscyplinie technologia zywnosci i zywienia (art. 179 ust. 1 Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. —
przepisy wprowadzajace Ustawe Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018 r.
poz. 1669).

Ocena formalna rozprawy

Pani mgr inz. Nina Pietrzyk przedstawita rozprawe doktorskg w formie monografii.
Rozprawa liczy facznie 222 strony, w tym wstgp teoretyczny przedstawiono na 40 stronach,
cze$¢ do$wiadczalng na 27 stronach, wyniki badan na 70 stronach, a ich dyskusje
na 31 stronach. Dodatkowo rozprawa zawiera streszczenia (lgcznie 6 stron streszczenia
w jezyku polskim i angielskim), cel pracy (2 strony), podsumowanie i wnioski koncowe
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(3 strony), wykaz stosowanych skrétow (4 strony), spis tabel (2 strony), spis rysunkow (5 stron)
oraz podziekowania, wykaz opublikowanych prac, zawierajacych czgs¢ wynikéw ocenianej
rozprawy, wykaz referatbw na konferencjach oraz strong tytulowa w jezyku polskim.
Doktorantka opracowata tacznie 18 tabel oraz 76 rysunkow. Do przygotowania uzasadnienia
tematu badan, wyboru metod analitycznych oraz dyskusji wynikow badaf wykorzystata
imponujaca liczbe 440 zrodet naukowych, w tym 303 zacytowane publikacje powstaty
w ostatnich 10 latach oraz 32 publikacje z lat 2020 i 2021. Tekst i dokumentacja pracy sa
starannie przygotowane (stwierdzono tylko nieliczne bledy edycyjne, np. masy czgsteczkowe
na stronach 105, 117, 118). Formalng zaletg pracy sa w szczeg6lnosci czytelne schematy
proceséw/proponowanych modyfikacji szlakéw metabolicznych przygotowane w programie
BioRender.

W kontekscie oceny formalnej stwierdzam, Zze rozprawa ma prawidtows strukturg
oraz proporcje rozdziatow dla pracy w dyscyplinie technologia zywnosci i Zywienia. Praca
doktorska zostala wykonana w ramach dofinansowania projektu ,,Nowego programu studiéw
doktoranckich na Wydziale Biotechnologii i Nauk o Zywno$ci Politechniki Lodzkiej”
POWER.03.02.00-00-1023/16 Program Operacyjny Wiedza Edukacja Rozwoj, NCBiR oraz w
ramach grantu finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki OPUS 2016/23/B/NZ9/03629,
pod kierownictwem dr hab. inz. Anny Podsedek.

Ocena istotno$ci tematu badan w dyscyplinie technologia Zywno§ci i zywienia

Doktorantka podjeta si¢ trudu oszacowania zdolnosci przygotowanych samodzielnie
preparatéw z owocow kaliny koralowej (Viburnum opulus L.) do ograniczania niekorzystnych
skutkéw nadwagi i otytosci. Otyto$¢ jest uznana za jedna z choréb cywilizacyjnych XXI wieku.
Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO) méwi o epidemii - na §wiecie co roku z powodu choréb
powigzanych z otyto$cig i nadwagg umiera kilka milionow ludzi. Eksperci szacujg, ze w roku
2025 co czwarta osoba na $wiecie (2,7 mld ludzi) moze cierpie¢ z powodu nadwagi lub otylosci
(https://www.gov.pl/web/wsse-warszawa/24-pazdziernika--dzien-walki-z-otyloscia).
Nadmierng mase ciala w Polsce ma aktualnie 65,7% mezczyzn i 45,9% kobiet, a otylos¢
wystepuje u 15,4% mezezyzn i 15,2% kobiet, natomiast otylo$¢ olbrzymia (BMI 40,0 kg/m?
lub wiecej) u 0,5% mezezyzn i 0,4% kobiet (https://www.gov.pl/web/zdrowie/program-
kompleksowej-opieki-medycznej-dla-chorych-na-otylosc-olbrzymia-leczona-chirurgicznie).
Sprawa powaznie zainteresowato si¢ w Polsce Ministerstwo Zdrowia, gdyz 12 sierpnia 2021 r.
ogloszono rozporzadzenie w sprawie programu pilotazowego dotyczacego kompleksowej
opieki specjalistycznej nad osobami leczonymi z powodu otylosci olbrzymiej KOS-BAR
(Dz.U. 2021 poz. 1622). Z programu realizowanego w 15 placoéwkach ochrony zdrowia
skorzysta¢ beda mogly osoby od 18 roku zycia, ktérych wskaznik BMI wynosi 35 lub wigce;.

WHO uznata otylo$é za najgrozniejsza chorobe przewlekla. Nieleczona prowadzi
do rozwoju choréb ukladu krazenia, cukrzycy typu 2, niealkoholowego sttuszczenia watroby,
zespolu metabolicznego, zaburzen hormonalnych, zwigksza ryzyko zachorowan na niektore
nowotwory (trzustki, nerek, jelita grubego, prostaty czy raka piersi). Jest przyczyna
zwyrodnienia calego uktadu kostno-stawowego czy nadcisnienia i miazdzycy. U osoby
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z powazna nadwagg wzrasta takze ryzyko wystgpienia udaru mézgu oraz zawalu serca
(https://www.hindawi.com/journals/jobe/2020/6134362/). Chociaz czynniki genetyczne sg
istotng sktadowa ryzyka, to jednak gtéwna przyczyng narastania problemu nadwagi i otylosci
jest dodatni bilans energetyczny przyjmowanych i wydatkowanych kalorii. Sprzyja temu
wysokokaloryczna, rafinowana zywnos$¢, zasobna w cukry proste i tluszcze z kwasami
nasyconymi i jednonienasyconymi. Negatywne skutki takiej diety potgguje ograniczona
aktywnos¢ fizyczna.

W kontekscie tak waznych zdrowotnie i spotecznie skutkéw otyltosci i nadwagi kazde
dziatanie profilaktyczne, ograniczajace mozliwo$¢é progresji choroby i zakres jej skutkow
jest wazne naukowo. Tego ambitnego zadania podjeta si¢ w swojej rozprawie doktorskiej Pani
mgr inz. Nina Pietrzyk. Tematyka badan wpisuje si¢ w zakres dyscypliny technologia zywnosci
i zywienia, ale Doktorantka wykorzystata w czgsci doswiadczalnej réwniez zaawansowane
narzedzia analityczne z zakresu biologii molekularnej i komorkowe;j.

Charakterystyka rozprawy doktorskiej

We wstepie teoretycznym Doktorantka dokonala starannego opisu epidemiologii
i patogenezy problemu otylosci, przedstawita dane naukowe nt. gospodarki lipidami
pochodzacymi z diety w watrobie i migéniach (transport komoérkowy, utlenianie kwasow
ttuszczowych) oraz interakcyjny wplyw glukozy (wychwyt glukozy, procesy glikolizy 1 syntezy
glikogenu oraz glikogenolizy i glukoneogenezy). W tej czgsci rozprawy Pani mgr inz. Nina
Pietrzyk omoéwita réwniez mechanizm lipogenezy de novo w komorkach watroby, w tym
czynniki regulatorowe procesu lipogenezy, wplyw procesu lipogenezy w generowaniu
syndromu metabolicznego i role kinazy biatkowej aktywowanej przez AMP (AMPK)
w regulacji metabolizmu lipidéw i glukozy. Doktorantka przedstawita ponadto informacje
na temat roli tkanki tluszczowej w rozwoju lipotoksycznosci. T¢ czg$é rozprawy konczy
przedstawienie mozliwosci leczenia farmakologicznego otytosci i NAFLD oraz wykorzystanie
ekstraktow i zwigzkéw pochodzenia roélinnego z owocdw, korzeni i lisci, w tym szczegdlnie
frakcji polifenolowej, do zmian w metabolizmie lipidéw. Dla wybranych grup surowcow
przedstawita charakterystyczne dla nich zwiazki fenolowe, takie jak kwasy fenolowe,
flawonoidy (w tym flawanole, flawonole, flawony, flawanony i antocyjany), stilbeny, lignany
i polimery tanin oraz przedstawita zasadno$¢ stosowania linii komérkowych do badania zmian
metabolizmu komdrkowego pod wplywem zwigzkéw fenolowych. Doktorantka jest w tym
zakresie $wiadoma, ze badania na liniach komérkowych majg jednak swoje ograniczenia,
gdyz nie uwzgledniajg biodostgpnosci  skladnikéw z  ekstraktow  roslinnych,
ich biotransformacji ani wptywu mikroflory jelitowej na ich metabolizm.

Za cel pracy Doktorantka przyjeta, cyt. ,,okreslenie wpltywu preparatow uzyskanych
z owocdw V. opulus L. na metabolizm lipidow w zakresie ich cytoprotekcyjnego dzialtania
wzgledem indukowanego sttuszczenia komorek hepatocytow linii HepG2 oraz komorek
mioblastéw linii L6. Celem powigzania potencjalnej aktywnosci biologicznej preparatow
istotne bylo okreslenie skladu jakosciowego i iloSciowego zwigzkéw fenolowych
w stosowanych preparatach”. Cel zostal jasno okreslony i zrealizowany w postaci 8 zadan
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szczegblowych, W tym punkcie pracy proponowatabym inng kolejnoé¢ zadan szezegétowych,
identyczng z zastosowana w omowieniu wynikow.

W czesci do$wiadezalnej rozprawy Doktorantka szczegétowo opisala zastosowane
materialy (pochodzenie owocéw kaliny koralowej, linii ludzkich hepatocytow HepG2
i szezurzych mioblastow L6), odezynniki i materiaty do analiz SDS-PAGE, Western blottingu,
symulowanego trawienia, analizy UPLC-PDA-Q/TOF MS, zoza i kolumny
chromatograficzne, zastosowane komercyjne testy, aparatur¢ oraz wykorzystane do badan
i przygotowania rozprawy programy komputerowe oraz narzgdzie do sporzadzania ilustracji
naukowych BioRender. W kolejnych punktach przedstawiony jest opis wszystkich
zastosowanych metodyk badawczych, poczawszy od sposobu otrzymania czterech preparatow
kaliny (sok $wiezy, preparat soku oczyszczonego, dwa ekstrakty z wytlokow), etapu
frakcjonowania preparatu soku oczyszczonego na kolumnie Sephadex LH-20 na pig¢ frakcji,
symulowanego trawienia soku $wiezego i preparatu soku oczyszczonego (kolejne dwie frakcje,
tzw. IN i OUT dla kazdego preparatu po zastosowaniu membrany celulozowej o wielkosci
odciccia 12 kDa). Doktorantka wyczerpujaco opisata wszystkie zastosowane techniki
analityczne, w tym chromatograficzne UPLC-PDA-Q/TOF MS, test ORAC, procedury
hodowli HepG2 i L6 oraz ich zastosowanie do oceny cytotoksycznosci przez preparaty kaliny,
test CAA do okreslenia aktywnosci antyoksydacyjnej w ukladzie biologicznym, wykorzystanie
czerwieni nilowej (Nile red) do okreslenia akumulacji lipidow, barwnika DAPI do obserwacji
jader komorkowych, testu wychwytu wolnych kwasow  thuszczowych, testu
wewnatrzkomérkowego poziomu ATP, oceny potencjatu blony mitochondrialnej z uzyciem
barwnika JC-1, oceny stopnia permeabilizacji blony komérkowej, oznaczenia pobierania
i uwalniania glukozy i poziomu glikogenu. Bardzo waznym narzgdziem badawczym byly
analizy poziomu wybranych bialek komorek, takich jak AMPK, pAMPK, SREBP-lc,
pSREBP-1¢, ACC, pACC, FAS (bialka zwigzane z metabolizmem lipidow) oraz PTP-1B, IRS-
1, pIRS-1, GLUT#4 (biatka kaskady receptora insulinowego). Cz¢$¢ doswiadczalng koniczy opis
metod statystycznych, jednak Doktorantka nie podata, z jakiego korzystata oprogramowania.
W tym miejscu mam watpliwosé dotyczaca zastosowanego w analizie wariancji testu post-hoc
- czy byl to test Bonferroniego (str. 86 pracy), czy jednak test Duncana (str. 86 pracy i tabele
5-7, 13-14, 16). Dodatkowo prosze o wyjasnienia dotyczace rys. 20. Czy zastosowany zakres
stezen albuminy wotowej (BSA) nie generowat zaklocen pomiarowych (ostatecznie wynikow
stezenia biatka). Prosze o takg dyskusj¢ w aspekcie praw absorpcji, zwlaszcza ograniczefi
dla pomiaréw absorbancji roztworéw stezonych i rozcieficzonych.

Glowna cze$é pracy stanowi oméwienie wynikéw. Na poczatku Doktorantka
szczegblowo poréwnata sktad polifenoli czterech podstawowych preparatoéw V. opulus L.
i wykazata, ze dominujaca frakcja sa kwasy hydroksycynamonowe (od 71,08 do 79,23% sumy
polifenoli) oraz flawanole (17,55-27,44%). Oprocz tych dwoch grup wystgpowaly jeszcze
barwne antocyjany i flawonole. Suma polifenoli migdzy preparatami bardzo si¢ rdznita,
stanowiac 11,7 mg/g w soku $wiezym do 892 mg/g w soku swiezym oczyszczonym. Lacznie
w otrzymanych preparatach zidentyfikowano 40 zwigzk6éw polifenolowych, z dominacjg kwasu
chlorogenowego wéréd HCA, procyjanidyny BI1, (+)-katechiny, procyjanidyny B2
oraz procyjanidyny C1 wéréd flawanoli, 3-O-glukozydu cyjanidyny wsréd antocyjanéw
oraz pochodnych kwercetyny wsrod flawonoli. Test pojemnosci antyoksydacyjnej ORAC
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wykazat bardzo duze réznice miedzy preparatami: 103, 2093, 2389 i 7810 pM TE/g,
odpowiednio dla soku §wiezego, ekstraktu acetonowego, ekstraktu metanolowo-acetonowego
z wytlokéw i soku oczyszczonego, skorelowane na poziomie 1=0.981 z zawartoscig ogétu
polifenoli. W kolejnym etapie Doktorantka wyznaczyla cytotoksycznos¢é wszystkich
preparatéw wobec HepG2 i L6 i okreslita parametr ICo, czyli maksymalne stgzenia
niecytotoksyczne, ktore zastosowala w kolejnych etapach badan. Wszystkie opisane w czgsci
metodycznej badania na obu liniach komoérkowych naturalnych i poddanych sttuszezeniu
w warunkach ko-inkubacji z kwasem palmitynowym, kwasem oleinowych lub z ich mieszaning
przeprowadzila z uzyciem czterech pierwotnych preparatéw z kaliny. Frakcje rozdzielone na
ztozu Sephadex LH-20 oraz frakcje OUT soku $wiezego i oczyszczonego po trawieniu in vifro
ocenita takze pod katem ich wptywu na poziom RFT, akumulacje lipidow, wychwyt FFA
i glukozy. We wszystkich badanych przypadkach najsilniejszy pozytywny efekt wywierat
preparat soku oczyszczonego, ktéry byl koncentratem polifenoli. Preparat ten najbardziej
obnizal poziom RFT, akumulacje lipidow i wychwyt FFA, podwyzszal wychwyt glukozy,
poziom ATP (tylko dla L6) i potencjat blony mitochondrialnej, poziom glikogenu i spadek
glukozy w linii HepG2. Preparat ten bardzo silnie modulowat poziom wigkszosci badanych
biatek (wyjatek stanowity IRS-1 i GLUT4 zwigzane z receptorem insulinowym). Co ciekawe,
$wiezy sok dzialal bardzo podobnie na ekspresjg tych bialek. Podczas publicznej obrony proszg
Doktorantke o dyskusje tego wyniku.

W rozdziale dyskusja wynikéw Doktorantka sprawnie korzystata z licznych Zrédet
naukowych, poréwnujac zaréwno sklady preparatdw, pojemnos¢ antyoksydacyjna,
jak i aktywnosci funkcjonalne w badanych liniach komorkowych. Zaproponowata m.in.,
7e zwigzki fenolowe kaliny koralowej dzialaja podobnie do metforminy (leku stosowanego
w leczeniu niealkoholowego sttuszczenia watroby). Wykazata, na podstawie badan wiasnych
oraz przegladu literatury, ze dzialanie zwigzkow fenolowych V. opulus L., prowadzace
do obnizania akumulacji lipidow, wynika z aktywacji komérkowej AMPK. Zdolnosé
sktadnikéw fenolowych owocéw V. opulus L. do hamowania sthuszczenia komérek HepG2
poprzez szlak AMPK moze prowadzi¢ do zwigkszonej wrazliwosci komoérek na dziatanie
insuliny, a takze na zintensyfikowanie transportu glukozy i procesu glikoneogenezy.
Doktorantka uprawdopodobnila zatem, ze uzyskany efekt jest skutkiem zmniejszenia poziomu
biatek SREBP-1c, ACC i FAS. Podobne mechanizmy dzialania polifenoli V. opulus L.
zaobserwowata dla linii mioblastéw L6. W tym przypadku Doktorantka rowniez wykazala,
ze wysoka aktywno$é preparatéw V. opulus L. wynika miedzy innymi ze zdolnosci
do hamowania akumulacji lipidow, co w komérkach hepatocytéw modulowane jest na drodze
uruchomienia szlaku AMPK/SREBP-1¢c/ACC pod kontrola kinazy LKB-1 i poziomu
AMP/ATP lub ADP/ATP. Ponadto zwiagzki fenolowe kaliny koralowej moga hamowaé
indukowana sthuszczeniem insulinooporno$¢ komorek hepatocytéw wynikajgca ze stanu
hiperlipidemii poprzez wzmocnienie transdukcji sygnatu szlaku IR. Istotna jest takze
ich zdolno$¢ do modulowania pobierania glukozy zaréwno w komoérkach mioblastow,
jak i hepatocytéw, z jednoczesng poprawa funkcjonowania mitochondriéw i obnizonym
stresem oksydacyjnym.

Ostatnig czg$¢ rozprawy stanowi rozdzial Podsumowanie i wnioski koncowe.
Uznaje za wazny zabieg metodyczny, ze wyniki wszystkich badan zostaly podsumowane
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w koncowe;j tabeli zbiorczej (Tabela 18), ktora syntetyzuje wszystkie aktywnosci V. opulus L.
preparatow wzgledem badanych parametréw obu linii komoérkowych i ekspresji wszystkich
analizowanych biatek. Niestety, ta czg$¢ rozprawy jest jej najstabszg strong.
Zdaniem recenzenta, to bardziej cigg dalszy dyskusji niz syntetyczne podsumowanie,
wyciagniecie kluczowych wnioskéw oraz wskazanie dalszych kierunkéw badan.
Prosze¢ o dyskusje¢ w tej sprawie.

Dodatkowe tematy do dyskusji:

1)

2)

3)
4)

)

Czy na podstawie przeprowadzonych badan i przegladu literatury mozna przesadzic,
ktéory protekcyjny efekt preparatow kaliny koralowej jest dominujacy -
czy ten wynikajacy z wplywu na enzymy szlakow metabolicznych lipidow
oraz zwigzanych z insulinooprnoscig, czy tez ten zwigzany z potencjalnym wplywem
na hamowanie enzymow trawiennych, w tym gtownie lipazy trzustkowej?

Czy w preparatach kaliny koralowej nie wystgpowaty glikozydy saponin
oraz wiburniny, typowe dla tych owocéw? Te zwiazki maja staby efekt toksyczny,
dopiero owoce po przemroZeniu lub po obrébee cieplnej tracg te szkodliwosc,
Prawdopodobnie irydoidy (opulozydy) sa typowym skladnikiem owocoéw kaliny
koralowej; czy otrzymane preparaty mogly ich nie zawierac¢?

Wyniki badafi wskazuja na silniejszy efekt preparatéw nietrawionych. Czy mozna
je stosowac i w jakiej postaci jako suplementy diety?

Jakie jest zdanie Doktorantki nt. podawania wartosci liczbowych z tak duzg
doktadno$cia, np. 7810,29 (Tabela 7). Proszg o Pani zdanie nt. tzw. cyfr znaczacych.

Whioski koncowe

Stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska Pani mgr inz. Niny Pietrzyk spelnia

warunki okre$lone w art, 13.1 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. 595 z p6Zn. zmianami)
i wnioskuj¢ do Rady ds. Stopni Naukowych Politechniki ¥.6dzkiej o dopuszczenie
Kandydatki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Olsztyn, 19.11.2021 r. é%\’) Akl &g

Strona | 6



Prof. dr hab. inz. Iwona Konopka
Katedra Przetworstwa i Chemii Surowcéw Roslinnych
Wydziat Nauki o Zywnoéci

Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie

Whiosek
o wyroznienie rozprawy doktorskiej
Pani mgr inz. Niny Pietrzyk

pt. ,, Wplyw skladnikéw owocéow Viburnum opulus na metabolizm lipidow —
badania in vitro”

Z uwagi na znaczenie tematu badan, jego zlozonos¢ i interdyscyplinarnosé, bieglosé
Doktorantki w  wykorzystaniu  zaawansowanych technik badaweczych  (techniki
chromatograficzne, techniki biologii molekularnej i komoérkowej) oraz wnikliwg dyskusje
whnioskuje¢ o wyréznienie rozprawy doktorskiej, ktorg miatlam przyjemnos$¢ oceniac.
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