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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Niny Pietrzyk

"Wplyw skiadnikow owocow Viburnum opulus na metabolizm lipidow

— badania in vitro"

wykonanej w Instytucie Biotechnologii Molekularnej i Przemystowej Politechniki f.6dzkiej pod
kierunkiem dr hab. inz. Anny Podsgdek (promotor) oraz dr inz. Malgorzaty Zaklos-Szyda

(promotor pomocniczy).

Otytos¢ stanowi gtowny czynnik ryzyka chordb przewlektych i metabolicznych (np.
cukrzycy typu 2, niealkoholowe stluszczenie watroby), choréb sercowo-naczyniowych
(nadcisnienie, zawal mieénia sercowego i udar), choréb uktadu migéniowo-szkieletowego
(choroba zwyrodnieniowa stawow), choroby Alzheimera, depresji i niektorych rodzajow
nowotworéw (np. piersi, jajnikow, prostaty, watroby, nerek i okreznicy). Jednak
farmakologiczne leczenie zaburzef metabolicznych zwigzanych z gospodarkg lipidowa jest
obarczone licznymi efektami ubocznymi. Dlatego tez w ostatnich latach roénie liczba badan
ukierunkowanych na wykorzystanie naturalnych fitozwigzkéw (m.in. zwigzkéw fenolowych)
w prewencji choréb metabolicznych.

Sg to zwigzki o duzym zréznicowaniu strukturalnym, a w konsekwencji o bardzo
szerokim spektrum wlasciwosei biologicznych (m.in. antyoksydacyjnej i przeciwzapalnej).
Mogg one wplywaé¢ na homeostaze lipidow poprzez hamowanie aktywnosci enzymoéow
lipolitycznych, zmniejszenie akumulacji lipidéw i wychwytu wolnych kwasow ttuszczowych,
oddzialywanie na potencjal mitochondrialny i syntez¢ ATP. Wazrasta rowniez

zainteresowanie ekstraktami bogatymi w zwigzki fenolowe jako naturalnymi $rodkami
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prewencyjnymi, wynikajagce z ich wuzupetniajagcych si¢ aktywnosci 1 oddzialywan
synergistycznych.

Roéling bogata w zwiazki fenolowe i stanowiacg obecnie obiekt badan naukowych
pod katem prozdrowotnych aktywnoéci biologicznych jest kalina koralowa (Viburnum opulus
L.). Kalina nalezy do rodziny pizmaczkowatych (Adoxaceae) i powszechnie ros$nie w
Europie, w centralnej Rosji oraz w niektorych regionach Afryki Poocnej i Azji Péinocnej.
W Europie Wschodniej owoce kaliny wykorzystywane sa do wytwarzania dzemdw, konfitur i
nalewek, za§ w Turcji produkowany jest z nich fermentowany niealkoholowy napdj o
wiasciwosciach prozdrowotnych. Dostgpne pismiennictwo wskazuje, ze aktywnos¢
biologiczna owocow V. opulus wynika z jej bogatego sktadu, w ramach ktérego mozna
wymieni¢ zwigzki fenolowe, w tym flawonoidy, antocyjany oraz proantocyjanidyny, a takze
witaming C, karotenoidy oraz irydoidy. Jednocze$nie w doniesieniach literaturowych brakuje
wystarczajgcych danych dotyczacych skladu chemicznego oraz zmiennosci tego sktadu w
zalezno$ci od rodzaju ekstraktu czy sposobu jego otrzymywania. Dotychczas tylko nieliczne
badania in vitro potwierdzajg wiasciwosci przeciwotyto§ciowe oraz przeciwcukrzycowe
owocdw kaliny koralowe;.

Biorgc pod uwage powyzsze z pelnym przekonaniem uwazam, ze podjety przez

Doktorantke temat rozprawy jest bardzo ciekawy 1 =zasadny w S$wietle trendow
obowigzujacych w badaniach dotyczacych poszukiwania leku pochodzenia roslinnego.
Cel pracy oraz szczegotowe zadania badawcze zostaly sformutowane w sposob jasny i nie
budzgcy zadnych watpliwosdei merytorycznych. Celem zasadniczym pracy doktorskiej Pani
mgr inz. Niny Pietrzyk bylo okre$lenie aktywnoéci antyoksydacyjnej sktadnikéow owocodw
kaliny koralowej, a takze zbadanie ich wplywu na komorki hepatocytéw (HepG2) i komdrki
mioblastow (L6) pod katem cytoprotekeyjnego dzialania w zakresie akumulacji lipidow,
pobierania glukozy, potencjatu mitochondrialnego i poziomu biatek zaangazowanych w
metabolizm lipidow oraz szlak receptora insulinowego.

Materiat badawczy stanowily cztery preparaty otrzymane ze §wiezych owocow kaliny
koralowej, takie jak swiezy sok (FI), sok oczyszczony metods ekstrakeji w fazie statej,
bogaty w zwigzki fenolowe (PJ) oraz dwa preparaty z wytlokéw uzyskane po ich

sukcesywnej ekstrakcji mieszaning metanol:aceton:woda (MAE) oraz 70% acetonem (AE).
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W strukturze pracy wyodrgbniono czg¢sé teoretyczna liczacg 41 stron oraz
metodologiczng i empiryczng, ktore wraz z dyskusja i podsumowaniem zawarte sg na 136
stronach, Wstep teoretyczny jest spdjny, logiczny w formie i bardzo bogaty w tresc,
stanowigc bardzo dobre wprowadzenie do przeprowadzonych badaf. Przedstawiono w nim
zagadnienia dotyczace zlozonofci gospodarki lipidéw oraz weglowodandw w watrobie i
migéniach, takie jak: magazynowanie i transport komérkowy lipidow, utlenianie kwasow
thuszczowych, wychwyt glukozy w komoérkach micéni szkieletowych, glikoliza i synteza
glikogenu, glikogenoliza i glukoneogeneza, lipogeneza i jej udzial w generowaniu syndromu
metabolicznego (MS, ang. metabolic syndrome), rola kinazy bialkowej aktywowane]j przez
AMP (AMPK, ang. AMP-activated protein kinase) w regulacji metabolizmu lipidow i
glukozy, a takze farmakoterapi¢ otytosci i1 niealkoholowego stluszczeniowego zapalenia
watroby (NASH, ang. nonalcoholic steatohepatitis) oraz znaczenie ekstraktow i zwigzkow

roslinnych w metabolizmie lipidoéw. Tekst uzupetnia 14 pogladowych schematdw i 2 tabele.

Rozdzial metodologiczny zawierajacy opis materiatow i badan stosowanych w pracy
jest wystarczajacy do interpretacji uzyskanych wynikow. Stwierdzam, ze Doktorantka jest
dodwiadczonym eksperymentatorem, bardzo dobrze znajacym nowoczesne techniki
badawcze z zakresu chemii, biochemii, biologii molekularnej i badan funkcjonalych oraz
obrazowych komorki. W pracy zastosowano m.in. system ultrasprawnej chromatografii
cieczowej (UPLC, ang. Ultra-Performance Liquid Chromatography) UPLC ACQUITY
sprzezonej z kwadrupolarng spektrometria mas Q/TOS-MS do identyfikacji i ilosciowe;j
analizy zwigzkow fenolowych Viburnum opulus, technike Western blotting do oznaczania
ekspresji biatek z uwzglednieniem statusu ich ufosforylowania, mikroskopi¢ fluorescencyjng
do oceny zmian potencjatu btony mitochondrialnej komorek, wychwytu wolnych kwasow
thuszczowych, pobierania  glukozy przez komédrki oraz stopnia  akumulacji

wewngtrzkomorkowej lipidow.

Cze$¢ empiryczna pracy jest rzetelnie opracowana. Wyniki badan wiasnych
Doktorantka bardzo dobrze udokumentowata na 49 rysunkach i w 11 tabelach, omawiajgc
poszczegblne zaleznosci i analizowane parametry. Swiadcza one o ogromie pracy wlozonej w
wykonanie badan eksperymentalnych i przedstawienie wynikow w przejrzystej formie,

pozwalajacej na ich tatwe przestudiowanie.
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Ostroznie przeprowadzona dyskusja na tle wynikéw innych autoréw $wiadezy o duzej
wiedzy nabytej przez Pania mgr inz. Ning Pietrzyk z zakresu biologii molekularnej,
biochemii i projektowania innowacyjnych strategii terapeutycznych oraz o odpowiedzialno$ci

badawczej Doktorantki.

Do istotnych wynikéw otrzymanych przez Doktorantke bylo zidentyfikowanie w
preparatach z owocéw kaliny koralowej, 40 zwigzkéw fenolowych, wérdd ktérych pochodne
kwasow hydroksycynamonowych stanowity ich dominujgcg grupe. Kwas chlorogenowy bez
watpienia jest iloSciowo gldwnym zwigzkiem fenolowym badanych preparatéw stanowigc
65-80% puli wszystkich zwiazkéw fenolowych. Podkreslic w tym miejscu nalezy, iz
prawidtowa identyfikacja tego rodzaju zwigzkow nie jest zadaniem najlatwiejszym i pokazuje
to doswiadczenie i wiedz¢ Doktorantki w tym zakresie. W dalszej czeSci badan Doktorantka
dokonata analizy aktywnodci antyoksydacyjnej preparatow, wykazujac ich wysoki potencjat
przeciwutleniajacy, korelujacy oczywiscie z catkowita zawartodcia zwigzkow fenolowych.
Najwyzszg pojemno$¢ antyoksydacyjng wykazat oczyszczony sok (PJ), podczas gdy $wiezy
sok (FJ) najnizsza, odpowiednio 7810,29 i 103,5 pmoli TE/g preparatu.

Kluczowym elementem przedlozonej pracy doktorskiej byta rowniez analiza poziomu
bialek zaangazowanych w metabolizm lipidow. Badania nad poziomem bialek AMPKa,
ACC, SREBP-Ic i ich fosforylowanych form (pAMPKa, pACC, pSREBP-1¢) oraz FAS w
komoérkach HepG2 inkubowanych z preparatami owocow V. opulus wskazaty na ich zdolnosé
do zwiekszania poziomu biatka AMPK, jak i jego formy aktywnej pAMPKo (Thrl72).
Wskazuje to, ze zwigzki fenolowe V. opulus moga modulowaé metabolizm lipidéw w stanie
hiperlipidemii poprzez hamowanie aktywno$ci i poziomu biatek SREBP-l1c i ACC. Stad
wniosek, ze dziatanie zwigzkow fenolowych V. opulus pro wadzace do obnizania akumulacji
lipidow wynika z aktywacji komorkowej AMPK.

Kolejnym etapem prac bylo potwierdzenie aktywnosci preparatow z owocow kaliny
wobec komorek HepG2 w warunkach zaindukowanej steatozy. W generowaniu
insulinoopornoéci uczestniczy fosfataza PTP-1B, znana jako negatywny regulator kaskady
przeniesienia sygnatu insuliny na drodze defosforylacji pIRS-1, i ktora stanowi nowy cel
terapeutyczny w cukrzycy typu 2 i otylosci. Badania nad aktywnoscia preparatow V. opulus
wskazaly na zdolno§¢ obnizenia poziomu PTP-1B w komoérkach HepG2 inkubowanych z

oczyszczonym sokiem i ekstraktami z wytlokow. Efekty te obserwowano rowniez w
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warunkach indukowanego sttuszczenia FFA, co w konsekwencji skutkowato zwigkszeniem
fosforylacji bialka IRS, a w przypadku ko-inkubacji z PJ — zwiekszonym wychwytem
glukozy i zawartoscig glikogenu przy jednoczesnym zmniejszeniu uwalniania glukozy przez
komorki hepatocytow.

Mozna wnioskowaé, ze zdolnos¢ sktadnikow fenolowych owocow V. opulus do
hamowania stluszczenia komoérek HepG2 poprzez szlak AMPK moze prowadzié do
zwigkszonej wrazliwos$ci komorek na dziatanie insuliny, a takze na zintensyfikowanie
transportu glukozy i procesu glikoneogenezy.

Przedstawione w przedlozonej dysertacji badania sg pierwszymi wskazujacymi na
zdolnoéé zwigzkoéw fenolowych owocow kaliny koralowej do modulowania poziomu biatek
zaangazowanych w metabolizm lipidéw i powigzany z nim metabolizm weglowodanow w
komorkach HepG2 w warunkach indukowane] steatozy. Ponadto, otrzymane wyniki daty
podstawe do zaproponowania mechanizmu begdacego pod kontrolg zwigzkow fenolowych V.
opulus w komorkach hepatocytow. Zaproponowany mechanizm aktywnosci zwigzkow
fenolowych zwigzany ze szlakiem AMPK/SREBP-1¢/ACC odpowiada za zmniejszenie
akumulacji lipidow w komérkach HepG2, poprawe wychwytu glukozy, zwigkszenie
potencjalu mitochondrialnego z jednoczesnym obnizeniem stresu oksydacyjnego (Rys.74).
Daje zatem dzialanie biologiczne, pozadane z punktu cytoprotekcji komdrek watroby w
stanie sttuszczenia, charakterystycznego dla zaburzen metabolicznych zwigzanych z NAFLD,
MS i otytoscis.

Nalezy mie¢ na uwadze fakt, ze aktywnos$¢ biologiczna roélinnych metabolitow
wtornych in vivo jest determinowana gléwnie ich biodostgpnoécig, dlatego tez uwazam, ze
bardzo waznym wynikiem uzyskanym przez Doktorantke byto wykazanie wptywu trawienia
in vitro na aktywno$¢ zwigzkéw fenolowych Viburnum opulus. W procesie symulowanego
trawienia in vitro preparatow FJ i PJ, przedstawione wyniki wskazujg na istotny wplyw
procesu trawienia na przemiany zwigzkow fenolowych obecnych w preparatach soku.
Zidentyfikowane flawanole stanowigce 19,52% 1 16,30% catkowitej zawarto$ci zwigzkow
fenolowych w preparatach FJ 1 PJ zostaly catkowicie zdegradowane. Towarzyszylo temu
pojawienie si¢ nowych, niezidentyfikowanych wczeéniej w wyjéciowych preparatach
pochodnych flawan-3-oli w obu frakcjach potrawiennych.

Podsumowujac, spodrdod badanych preparatow, oczyszczony sok (PJ) wykazat
najsilniejsza aktywno$¢ w zmniejszaniu akumulacji lipidow w komorkach HepG2 oraz L6 w
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warunkach indukowanego stluszczenia przez FFA, co wigzato si¢ jednocze$nie ze
zmniejszeniem ich wychwytu.

Kluczowsa w kontekscie oceny synergizmu zwiazkéw fenolowych byla ocena
aktywnos$ci biologicznych uzyskanych frakcji z PJ i poréwnanie jej do aktywnosci
wyjsciowego preparatu oczyszczonego soku. Ponadto, wyniki zawarte w pracy dostarczajg
dowodow na to, ze bogaty profil zwigzkéw fenolowych owocdéw V. opulus wykazuje
dziatanie synergistyczne w zakresie lipotoksycznosci komérek HepG?2 1 L6 oraz ma wysoki
potencjal jako uzupelniajgca, profilaktyczna terapia w zapobieganiu hiperlipidemii i

powiklaniom zwigzanym z zaburzonym metabolizmem lipidow.

Wryniki badan uzyskane w trakcie realizacji ocenianego doktoratu i zamieszczone w
recenzowanej rozprawie zostaly cze¢sciowo opublikowane w 6 pracach w czasopismach
z listy filadelfijskiej: Molecules (MNiISW:100; IF = 4,411), Journal of Functional Foods
(MNiSW: 100 pkt; IF = 4,451), International Journal of Molecular Sciences (MNiSW: 140
pkt; IF = 5,923), Nutrients (MNiSW: 140 pkt; IF = 5,717), Antioxidants (MNiSW: 100 pkt;
IF = 6,312), Antioxidants (MNiSW: 100 pkt; IF = 6,312). Przytoczone IF (sumaryczny
33,126) i punktacja MNiSW (suma punktéw 680) wskazujg na bardzo wysoki poziom badan
naukowych. W dwaéch pracach Pani mgr inz. Nina Pietrzyk jest pierwszym autorem. O duzej
aktywnosci naukowej Doktorantki $wiadczy rowniez jej udzial w 4 konferencjach

naukowych, z czego w 3 jest pierwszym autorem (wystapienie ustne).

Wszystkie rozdzialy dysertacji stanowig spojng catos¢, do pracy dolgczony jest wykaz
skrétow oraz streszczenia w jezyku polskim 1 angielskim. Rozprawa przygotowana jest
z niezwyklg starannos$cia, napisana jest precyzyjnym i przystepnym jezykiem. Jedyne co
moglabym zasugerowac, to unikanie stwierdzen ,,nie manifestowata zmian apoptotycznych”,
gdzie ,,manifestowata” zastapilabym wyrazem ,wskazywata”. Ponadto, na niektorych
rysunkach (np.: 67, 69 1 70) sg niepoprawnie oznaczone (wzgledem stupkow na wykresie)
st¢zenia kwasow tluszczowych (OA i PA). Komentarze te w zaden sposob nie umniejszajg

mojej niezwykle pozytywnej opinii.
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Podczas czytania przedtozonej rozprawy nasungly mi si¢ nastgpujgce pytania, ktore
cheiatbym zaadresowaé do Doktorantki z prosba o ustosunkowanie si¢ do nich podczas
publicznej obrony:

1. Dlaczego we wnioskach kofcowych Doktorantka twierdzi, ze ,,zdolno$¢ zwigzkow
fenolowych owocéw V. opulus do hamowania sttuszczenia komérek HepG2 poprzez szlak
AMPK moze prowadzié¢ do zwigkszonej wrazliwosci komorek na dziatanie insuliny, a takze

b2l

na zintensyfikowanie transportu glukozy....”, skoro wyniki badan w pracy wskazujg, ze

badane ekstrakty nie miaty wptywu na ekspresji biatka GLUT4?

2. Dlaczego proces symulowanego trawienia preparatu PJ kazdorazowo obnmizyl jego
aktywno$c¢ o blisko potowg?

3. Ktore z otrzymanych wynikdow (i dlaczego) nad badaniem aktywnosci preparatow z
owocow V. opulus wedtug Doktorantki majg wysokg warto$¢ aplikacyjng w stosunku do

pacjentdw cukrzycowych?

W podsumowaniu oceny pracy stwierdzam, Ze jest ona znaczacym osiggnigciem
Doktorantki i jej Promotora oraz Promotora Pomocniczego zrealizowanym z wykorzystaniem
nowoczesnych metod badawezych. Przedstawione w rozprawie wyniki, dotyczgce wplywu
preparatow uzyskanych z owocOw V. opulus na metabolizm lipidow w zakresie ich
cytoprotekcyjnego dziatania wzglgdem indukowanego stluszczenia komoérek hepatocytow
linii HepG?2 oraz komérek mioblastow linii L6, sg oryginalne i bardzo warto§ciowe zaréwno
pod wzgledem poznawczym, jak réwniez aplikacyjnym i mogg stanowi¢ wazny punkt
wyjécia do dalszych badan. Dowodzi takze opanowania przez Doktorantk¢ bogatego
warsztatu metodycznego i umiejetnosei samodzielnego prowadzenia pracy naukowej oraz
rozwigzywania probleméw naukowych.

Stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska spetnia warunki
okrelone 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 pdzn.
zmianami) i wnioskuje do Rady ds. Stopni Naukowych Politechniki ¥.6dzkiej o dopuszczenie

Pani mgr inz. Niny Pietrzyk do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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WNIOSEK O WYROZNIENIE
rozprawy doktorskiej mgr inz. Niny Pietrzyk

"Wplyw skladnikow owocow Viburnum opulus na metabolizm lipidow

— badania in vitro"

Ze wzgledu na fakt, Ze:

1. podjecie przez Doktorantke niniejszego tematu badawczego uwazam za uzasadnione i
niezwykle wazne z punktu widzenia metodologicznego i aplikacyjnego,

2. cele pracy zostaly zrealizowane, a osiggnigte oryginalne wyniki maja charakter poznawczy

i stanowig istotny wktad w rozwoj dziedziny,

wnioskuje¢ do Rady ds. Stopni Naukowych Politechniki Lodzkiej o wyrdznienie

rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Niny Pietrzyk.
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