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Uwagi ogdlne na temat przedstawiony w dysertacji

Cukrzyca typu 2 nalezy do najpowazniejszych wyzwan zdrowia publicznego XXI wieku.
Wedtug danych Swiatowej Organizacji Zdrowia choroba ta dotyka setek milionow o0s6b na catym
Swiecie, a liczba zachorowan rosnie w tempie, ktore pozwala moéwi¢ o globalnej epidemii.
Schorzenie to, w przeciwienstwie do cukrzycy typu [, nie jest wynikiem jednego, jasno
okreslonego defektu metabolicznego, lecz powstaje na skutek ztozonej interakcji czynnikow
srodowiskowych, immunologicznych, hormonalnych i genetycznych. Rosngca dlugosé zycia,
siedzgey tryb pracy, tatwy dostep do wysokoenergetycznej zywnosci oraz postepujgca urbanizacja
prowadzg do narastania otylosci i zaburzen metabolicznych, ktére bezposrednio zwigkszajg
ryzyko cukrzycy typu 2. Jednocze$nie obserwuje si¢, ze chorobie tej towarzyszy przewlekly stan
zapalny, zaburzenie funkcji komorek uktadu odpornosciowego oraz stopniowa degeneracja

komorek B trzustki.
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Wspdtcezesna diabetologia, immunologia i biotechnologia koncentruja si¢ obecnie na
poszukiwaniu mechanizméw molekularnych odpowiedzialnych za te zaburzenia, aby mozliwe
byto opracowanie bardziej celowanych i skutecznych terapii. Jednym z takich mechanizmow,
ktorego znaczenie w ostatnich latach wzrosto niezwykle dynamicznie, jest szlak kwasu
mewalonowego oraz zwigzana z nim prenylacja biatek, czyli potranslacyjna modyfikacja
warunkujaca prawidlowe dziatanie licznych matych GTPaz. Grupa tych bialek pelni kluczowe
funkcje w regulacji transportu pecherzykowego, kontroli cyklu komdrkowego, sekrecji
hormonow, aktywacji limfocytow, migracji monocytow, dojrzewania komorek dendrytycznych, a
takze w procesach zapalnych i metabolicznych. Zaburzenia w dostepnosci izoprenoidow —
bedacych substratami w prenylacji — mogg zatem prowadzi¢ do szerokiego spektrum dysfunkeji
komorkowych, szczegdlnie istotnych w kontekscie chordb przewlektych o podtozu metaboliczno-

zapalnym.

W ostatniej dekadzie zwrdcono uwage na mozliwe powigzania pomiedzy diugotrwatym
stosowaniem statyn a zwiekszonym ryzykiem rozwoju cukrzycy typu 2. Statyny sa lekami
blokujgcymi kluczowy enzym szlaku mewalonowego — reduktazg HMG-CoA — a wigc oprdcz
obnizenia syntezy cholesterolu wptywaja rowniez na dostgpnosé¢ FPP i GGPP, niezbednych do
prenylacji biatek. Cho¢ korzysci kardioprotekcyjne ze stosowania statyn sa niepodwazalne,
obserwacje epidemiologiczne wykazaly u czgici pacjentdw zwigkszong czgstos¢ wystgpowania
zaburzen glikemii. Problem ten jest przedmiotem intensywnych badan, jednak weiaz pozostaje nie
w pelni zrozumialy. Jedng z hipotez jest to, ze zaburzenia prenylacji matych GTPaz w komdrkach
B, makrofagach, monocytach i komorkach dendrytycznych mogg odgrywaé kluczows role w
patogenezie tego efektu. Tym samym zagadnienie podjgte w przedtozonej rozprawie doktorskiej
wpisuje si¢ w najbardziej aktualne kierunki badan z pogranicza biochemii komérki, immunologii
i diabetologii. Zrozumienie, jak inhibicja szlaku mewalonowego wplywa na sekrecje insuliny,
funkeje komdrek odpornosciowych oraz ekspresj¢ enzymoéw prenylacyjnych w PBMCs pacjentow

z cukrzyca, moze mie¢ wiec ogromne znaczenie zardwno poznawcze, jak i aplikacyjne.

Zagadnienia podjete w dysertacji sa wigc wazne nie tylko z perspektywy nauk
podstawowych (jak moglo by si¢ z pozoru wydawad), lecz takze, a moze przede wszystkim

technologii zywnosci i zywienia w kontekscie projektowania i modyfikacji diety. Praca mgr inz.
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Darii Kaminskiej podejmuje temat niezwykle ztozony, interdyscyplinarny i wymagajacy, a

jednoczednie kluczowy dla zrozumienia przyczyn mechanizmu procesu.
Ocena celu pracy i metodologii badan, sluzacych rozwiazania
podjetych probleméw i wynikow

W przedstawionej dysertacji Autorka podjeta si¢ uzupelnienia stanu wiedzy kontekscie
wplywu enzymow szlaku kwasu mewalonowego i prenylotransferaz w funkcjonowaniu komdrek
B trzustki i komorek tucznych (modele komdrkowe), a takze komorek jednojadrzastych krwi
obwodowej (wyizolowanych od zdrowych 0sdb i pacjentdow z cukrzycg typu 1l oraz oceng ich
potencjalnego znaczenia w patogenezie cukrzycy. Celami szczegétowymi na modelu in vifro byto

okreslenie:

a) cytotoksycznosci wybranych (przedstawionych w Tabeli 5) komercyjenie dostgpnych
w syntezowanych na Politechnice Lddzkiej inhibitorow badanych enzymow;
b) ich wplywu na sekrecj¢ insuliny i aktywacje komorek tucznych;

¢) poziomu inhibicji prenylacji wybranych biatek z nadrodziny Ras

Z kolei w badaniach wykorzystujgcych komorki monojgdrowe krwi obwodowej za cel postawiono

sobie ocene:

a) ocene ekspresji genow kodujgcych enzymy szlaku MV A oraz prenylotransferaz;

b) analize poziomu ekspresji enzyméw MVA i prenylotransferaz w roznych subpopulacjach
PBMCs na poziomie biatka za pomocg cytometru;

¢) ocene korelacji pomiedzy danymi klinicznymi, a ekspresjg enzyméw w poszezegolnych

subpopulacjach komérek monojgdrowych krwi obwodowe;j.

Metodyka zastosowana w rozprawie doktorskiej mgr inz. Darii Kaminskiej jest wielopoziomowa
i obejmuje zar6wno zaawansowane badania in vitro na liniach komérkowych, jak i analizy ex vivo
z udziatem ludzkich komérek jednojadrzastych krwi obwodowej (PBMCs) pozyskanych od
pacjentdow z cukrzycg typu 2 oraz osob zdrowych. Autorka w sposdb konsekwentny 1gczy

podejscie komdrkowe, biochemiczne, molekularne i cytometryczne, co pozwala kompleksowo

UNIWERSYTET PRZYRODNICZY WE WROCLAWIU

KATEDRA CHEML 7 YWNOSC] 1 BIOKATALIZY

ul. C.K. Norwida 25, 50-375 Wroclaw

tel. 071 3205-147; 694 647 222

e-mail: antoni.szumny@upwr.edu.pl « www.upwr.edu.pl/kch




S | UNIWERSYTET
| WO | | PRZYRODNICZY
G | WE WROCELAWIU

KATEDRA CHEMII ZYWNOSCI I BIOKATALIZY

ocenié¢ role szlaku kwasu mewalonowego i prenylacji biatek w komérkach B trzustki oraz w

kluczowych populacjach komorek uktadu odpornosciowego.

Centralnym elementem metodyki s doswiadczenia na dwéch liniach komérkowych:
mysiej linii komérek B trzustki MING oraz linii komérek tucznych szczura RBL-2H3, ktére stuza
jako modele odpowiednio sekrecji insuliny oraz reakeji degranulacyjnych. Komoérki poddawano
dzialaniu panelu selektywnych inhibitoréw enzyméw szlaku mewalonowego, prenylotransferaz
oraz kinazy ROCK, aby oceni¢ wpltyw modulacji prenylacji matych GTPaz (m.in. Rab, Rap) na
ich aktywno$¢ metaboliczng i odpowiedz funkcjonalng. Aktywno$é metaboliczng oceniano testem
MTT, natomiast stymulowang glukozg sekrecje insuliny (GSIS) w komoérkach MIN6 oznaczano
przy uzyciu komercyjnego, konkurencyjnego testu ELISA, w starannie zdefiniowanych
warunkach stezenia glukozy i czasu inkubacji. W przypadku komérek RBL-2H3 analizowano
stopief degranulacji po zastosowaniu badanych zwigzkdw, co pozwalalo na powigzanie zmian w
prenylacji z funkcjg efektorows komodrek tucznych. Doktorantka przep[rowadzita rowniez
rozdzial frakeji biatek cytozolowych i blonowych oraz oceng translokacji wybranych matych
GTPaz, co umozliwia posrednia oceng stopnia ich prenylacji. Autorka zastosowata klasyczne
procedury izolacji biatek, oznaczania ich st¢zenia metoda Bradforda, a nast¢pnie analizg biatek z
wykorzystaniem techniki Western blot, z uzyciem zestawu dobrze dobranych przeciwcial
pierwotnych i wtérnych. Dzigki temu mozliwe bylo $ledzenie zmian lokalizacji biatek (cytozol vs
frakcja blonowa) pod wplywem zastosowanych inhibitoréw, co bezposrednio wigze si¢ z
funkcjonalnymi konsekwencjami zaburzeii prenylacji. Komponent ex vivo mgr inz. Daria
Kaminska oparta na izolacji PBMCs z krwi obwodowej dorostych pacjentéw z T2DM oraz 0sdb
zdrowych, z wykorzystaniem wirowania w gradiencie ggstosci. Nastgpnie z tych komorek
izolowano RNA, przeprowadzano odwrotng transkrypcje oraz ilosciowg reakcje PCR w czasie
rzeczywistym (qPCR), po uprzednim starannym doborze i walidacji starteréw. Pozwolifo to na
oznaczenie poziomu mRNA genéw kodujgeych enzymy zaangazowane posrednio i bezposrednio
w prenylacje biatek (m.in. enzymy szlaku MVA, prenylotransferazy) oraz oceng réznic w ekspresji

pomiedzy grupg kontrolng a chorymi na cukrzycg typu 2.
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Wyjatkowo dopracowanym elementem pracy jest kompleksowa optymalizacja i zastosowanie
wiclokolorowej cytometrii przeptywowej do analizy ekspresji wybranych enzyméw w
okreslonych subpopulacjach PBMCs. Autorka przeprowadzita szereg badaf pilotazowych,
obejmujacych miareczkowanie przeciwcial, okreslenie minimalnej liczby komarek niezbednych
do wiarygodnej analizy, testowanie kompatybilnoéci fluorochroméw oraz optymalizacje
protokoléw barwienia z uzyciem czterech, piceiu i szesciu barwnikéw fluorescencyjnych. Na tej
podstawie opracowano zoptymalizowana, powtarzalng procedurg barwienia, pozwalajgcg na
réwnoczesne oznaczenie markerdw powierzchniowych definiujacych gléwne subpopulacje
limfocytéw i monocytéw oraz wybranych bialek zaangazowanych w prenylacje. Zastosowane
metody statystyczne szczegdlowo opisane w podrozdziale 5.4.18 obejmowaly zaréwno klasyczng
analize pordwnawczg (testy istotnosei roznic dla wynikéw doswiadezen komérkowych i ekspres;ji
gendéw), jak i analizy korelacyjne pomiedzy poziomem ekspresji badanych enzymow a
parametrami klinicznymi pacjentéw (m.in. wskaznikami kontroli glikemii i lipidogramu). Takie
podejscie umozliwito nie tylko wykazanie réznic pomiedzy grupami badanymi, ale takze
powiazanie zmian na poziomie molekularnym z rzeczywistym stanem metabolicznym pacjentow.
Potgczenie badan in vitro na liniach komérkowych z analizami ex vivo PBMCs oraz ztozong
analiza statystyczng nadaje pracy wyrazny, nowoczesny charakter badan translacyjnych i w pelni

uzasadnia formutowane przez Autorke¢ wnioski.
Techniczna i edytorska ocena rozprawy

Przedlozona do oceny rozprawa doktorska mgr inz. Darii Kaminskicj zostala opracowana
w sposob przejrzysty, spdjny i zgodny z wymogami edytorskimi obowigzujacymi w przewodach
doktorskich na Politechnice Lédzkiej. Praca ma klasyczny ukiad monografii naukowej i obejmuje
wszystkie elementy wymagane w tego typu opracowaniach. Dysertacja sklada si¢ z czesei
wstepnych (streszezenie, abstract, podzigkowania, wykaz skrotow), obszernej czgsci teoretycznej,
szezegdtowo opisanej metodologii badan, rozbudowanej czgsci wynikowej, poglebionej dyskusji
oraz podsumowania i bibliografii. Wiasciwa tres¢ rozprawy zostata podzielona na nastgpujace

zasadnicze rozdziaty:
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1. Wstep teoretyczny, w ktorym Autorka prezentuje aktualny stan wiedzy dotyczacy
patogenezy cukizycy typu 2, funkcjonowania szlaku kwasu mewalonowego oraz biologii
prenylacji biatek, a takze charakterystyke komorek ukfadu odpornosciowego i ich roli w
zaburzeniach metabolicznych. Rozdzial ten stanowi szeroki i nowoczesny przeglad literatury,
obejmujgcy zaréwno zagadnienia biochemiczne, jak i immunologiczne, i prowadzi do jasnego
zdefiniowania obszaru badawczego;

2. Cele pracy, sformutowane w sposéb rzeczowy i precyzyjny, odzwierciedlajgce
interdyscyplinarny charakter dysertacji. Autorka wyznaczyta cele dotyczace zardwno modeli
komérkowych komérek B i komérek tucznych, jak i badan z wykorzystaniem $wiezo izolowanych
PBMCs od 0s6b zdrowych i pacjentow z cukrzycg typu 2;

3. Materiaty i metody, obejmujgce szczegblows charakterystyke zastosowanych
inhibitordw, linii komorkowych, udziatu uczestnikéw badan, zestawu odezynnikéw oraz aparatury
badawczej. Rozdzial zawiera peing dokumentacje zastosowanych procedur: hodowli
komérkowych, testéw cytotoksycznodei, oznaczen sekrecji insuliny, degranulacji, Western
blottingu, izolacji PBMCs, reakcji RT-qPCR oraz analiz cytometrii przeplywowej. Opis metod
jest kompletny i umozliwia powtérzenie eksperymentow;

4, Wyniki, stanowigce jeden z najbardziej rozbudowanych i merytorycznie
warto$ciowych elementéw pracy. Zostaly przedstawione w formie logicznie uporzagdkowanej: od
ocen cytotoksycznodcei badanych inhibitoréw, poprzez analizy funkcjonalne linii MIN6 i RBL-
2H3, az po kompleksowe badania ekspresji genéw i biatek enzyméw prenylacji w PBMCs 0s6b
zdrowych i pacjentow z T2DM. Rozdzial zawiera liczne tabele, wykresy i ryciny, ktore
przejrzy$cie dokumentuja uzyskane wyniki;

3. Dyskusja, w ktérej Autorka dokonuje wyczerpujacej interpretacji danych
eksperymentalnych w kontekdcie aktualnego stanu wiedzy. Dyskusja jest krytyczna, dobrze
uargumentowana i obejmuje zarowno aspekty biochemiczne, jak i immunologiczne oraz
potencjalne implikacje kliniczne;

6. Podsumowanie, zawierajagce syntetyczne ujgcie najwazniejszych wnioskow z
badaf whasnych oraz wskazujgce kierunki dalszych analiz w obszarze biologii prenylacji oraz

patofizjologii komdrek f i PBMCs w cukrzycy typu 2.
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Strukture dysertacji uzupetniajg: wykaz skr6tow, rozbudowana bibliografia obejmujaca najnowsze

pozycje literaturowe oraz podsumowanie dziatalnosci naukowej doktorantki.

Moje drobne uwagi do dysertacji majg charakter typowo edytorski (jaka dysertacja jest od nich

wolna?) lub polemiczny, co do ktérych Doktorantka moze mie¢ catkowicie odrgbne zdanie. W

moim przekonaniu:

a)
b)
c)
d)
¢)
f)
g)

)

Na stronie 20 simwastatyna zostata narysowana bigdnie (brak ,.estrowego” tlenu);

Na stronie 20 prawastatyna zostata narysowana blednie (brak ,.estrowego” tlenu);
Pitawastatyna na stronie 20 przedstawia inny distereoizomer;

Zaznaczono na schemacie inne diastereoizomery ,,farmakoforu” i np. prawastatyny;
Atorwastatyna na stronie 20 jest blednie przedstawiona (potozenie grupy izopropylowej);
Btednie narysowano strukturg lowastatyny na str. 77

Nie zgodzit bym si¢ z informacja, Ze grupa karboksylowa prawastatyny i rosuwastatyny
nie jest odpowiedzialna za jej polarnos¢, Rys. 3;

Czy grupa metylsulfonylowa w rosuwastatynie jest rzeczywiscie bardzo polarna?

Bardzo wiele przedstawionych rysunkéw, np. 8 jest bezposrednig kopig. By¢ moze warto
rozwazyé ich przedstawienie jako zmodyfikowanych grafik wlasnych;

Za zbedne uwazam podawanie anglojezycznych nazw, dla substancji thumaczacych si¢
identycznie np. cis-palmitooleinowy (cPOA, ang. cis-palmitooleic acid)

W przypadku sktadu kwaséw thuszezowych oweow rokitnika (Str. 35) doprecyzowat bym
e chodzi o olej z migzszu (pulp oil) a nie owocéw z nasionami, gdzie udzial kwasu
palmitooleinowego jest zawsze duzo nizszy;

IDF to ,,International Diabetes Federation”

m) GGTaza 111 (GGTTIT) u ludzi nie zostala potwierdzona jako enzym o funkeji prenylacyjnej

analogicznej do GGTI/GGTII wige przedstawienie GGTIII jako ,pewny, Sfunkcjonalny
enzym ssaczy” moze my¢ jest nadinterpretacijg;

Autorka napisata, ze RhoB wystepuje w 30% jako farnezylowane i w 70% jako
geranylogeranylowane. W nowszej literaturze wskazuje sie, ze proporcje s zaleine od

typu tkanki i dostgpnodci FPP/GGPP, a nie stale;
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0) Nie zgodzit bym sie ze sformutowaniem ,,Jako powszechne lipidy, FPP i GGPP, a takze
ich alkoholowe pochodne farnezol (FOH), geranylgeraniol (GGOH) i inne, wyst¢pujg
naturalnie W czerwonym migsic oraz wielu owocach, warzywach i ziotach [45].
Szezegolnie GGPP wystepuje w ilosciach $ladowych, niemalze niewykrywalnych
klasycznymi technikami L.C-MS, a jego stezenie jest zazwyczaj kilka rzgdow nizsze niz
form nieestryfikowanych;

p) Brakuje informacji dotyczacych czystosci zwiazkéw (6 -Me-F-MinPC oraz 6-CHO-C6H4-
F-MinPC) zsyntezowanych w zespole dr hab. inz. Katarzyny Blazewskiej, prof. uczelni z
Wydziatu Chemicznego Politechniki Lodzkiej i jaka technikg byly one wyznaczane;

q) Czy zaprezentowany na Rys. 90 poréwnanie obliczonych lipofilowosci statyn nie powinno
zostaé uzupetnione o formy aktywne np. dane dla kwasu lowastatynowego.

r) W pacy widoczne sg drobne uchybienia edytorskie np. mieszanie konwencji 3 i ,,beta”, W
opisach typéw komorek (CD14, CD16) raz stosowane sg nad- i podindeksy, innym razem
zwykly tekst (,CD14 CD16+7)

s) Poprawne przedstawienic Na Rys. 93 difosforanu i bisfosfonianu wymaga przedstawienia
zjonizowanej grupy -OH;

) Na Rys. 92 przedstawiono kwas mewalonowy a nie mewalonian;

u) Na tym samym rysunku doprecyzowal bym rol¢ ubichinonu w przemianach wapnia ale
mitochondridéw;

v) Zastanawia fakt zastosowania réznych rozpuszezalnikéw, np. DMSO i wody dla zwigzkow
po podobnej rozpuszczalnosci w wodzie, np. chlorowodorki amin rozpuszczano w DMSO,
podeczas gdy powinny by¢ dobrze rozpuszezone w wodzie;

w) Czy kwas ryzedronowy i zoledronowy rzeczywiscie rozpuszcza sig w buforze PBS? Jego
rozpuszezalnoéé w wodzie jest niemal zerowa, a nawet zastosowanie DMSO umozliwia
jego rozpuszczenie zaledwie w ilodei 2.83 mg/ml i wymaga sonifikacji. Czy mogto mie¢

to wplyw na wyniki? Czy pH buforu wynoszgce 7.2 umozliwi jego rozpuszczenie?

Whioski koncowe

UNIWERSYTET PRZYRODNICZY WE WROCLAWIU

K ATEDRA CHEMII ZYWNOSCI T BIOKATALIZY

ul. C.K. Norwida 25, 50-375 Wroclaw

tel. 071 3205-147; 694 647 222

e-mail: antoni.szumny@upwr.edu.pl « www.upwr.edu.pl/kch




RERUA;

éfmx_»iﬁ% UNIWERSYTET
(\ga ?)‘“ PRZYRODNICZY
G | WE WROCLAWIU

KATEDRA CHEMII ZYWNOSCI 1 BIOKATALIZY

Wymienione powyzej drobne uwagi krytyczne i edytorskie niedociggnigcia majg charakter
marginalny i nie wplywaja na wysoka jakos¢ przedstawionej do recenzji pracy. Bardzo dobrze

zaplanowany cel pracy zostat zrealizowany, a przedstawione wyniki nie budzg watpliwosci.

Podsumowujac stwierdzam, ze praca doktorska Pani mgr inz. Darii Kaminskiej posiada
niebagatelng warto$é merytoryczna zawiera bogaty material badawczy i metodologiczny w
obszarze badaf nad rozpoznaniem wptywu zardwno szeroko stosowanych jak i komercyjnie
niedostepnych, otrzymanych przez wspolpracownikéw z PL, inhibitoréw enzymoéw szlaku kwasu
mewalonowego, prenylotransferaz i kinazy ROCK moga ingerowal w procesy zwigzane z

patogeneza cukrzycy typu 2.

W mojej opinii dysertacja spelnia wszelkie kryteria ustawowe i zwyczajowe stawiane
rozprawom doktorskim i z pelnym przekonaniem sktadam do Przewodniczacej Rady Naukowej
Dyscypliny, technologia Zywnosci i zywienia Pani prof. dr hab. inz. Doroty Zyzelewicz wniosek

o dopuszezenie rozprawy do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Dodatkowo, za bardzo wysoki poziom prezentowanych badan i niezwykle kluczowe dla
dyscypliny technologia zywnodci i zywienia wnioski dotyczgce wplywu inhibitoréw enzyméw
szlaku kwasu mewalonowego, prenylotransferaz i kinazy ROCK na ingerencje w procesy
zwiazane z patogenezg cukrzycy typu 2 oraz udowodnienie, ze prenylacja moze stanowic jeden z

mechanizmdw lezacych u podstaw tej patogenezy tej choroby wnosze o wyrdéznienie dysertacji.
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Whniosek o wyrdznienie rozprawy Doktorskiej Pani mgr inz. Darii Kaminskiej pt.:
“Rola prenylacji bialek w komérkach ukladu odpornosciowego i komorkach 8

wysp trzustkowych”

Zwracam si¢ do czlonkéw Rady Dyscypliny Technologia Zywnosci i Zywienia
Wydziatu Biotechnologii i Nauk o Zywnoéci Politechniki £.édzkiej o wyréznienie rozprawy

doktorskiej Pani mgr inz. Darii Kaminskie;j.

Przedtozona do oceny rozprawa doktorska mgr inz. Darii Kaminskiej wyréznia sig
wysokim  poziomem merytorycznym, metodologicznym i edytorskim, znaczgco
przekraczajacym standardowe wymagania stawiane pracom doktorskim. Autorka podjeta
zagadnienie o duzej zlozonosci i istotnoéei biologiczno-medycznej, dotyczace roli prenylacji
biatek w funkcjonowaniu komorek B trzustki oraz komorek uktadu odpornosciowego,
integrujge wiedze z zakresu biochemii, immunologii, biologii molekularnej i diabetologii. Praca
wyrdznia si¢ nowatorskim podejsciem badawczym polegajacym na jednoczesnym
zastosowaniu modeli komdrkowych in vitro oraz materialu biologicznego pobranego od

pacjentdw z cukrzycg typu 2, co nadaje jej znaczacy wymiar translacyjny i kliniczny.

Metodologia zastosowana w dysertacji obejmuje kombinacje zaawansowanych technik,
takich jak analiza prenylacji biatek metodg Western Blot z rozdzieleniem frakeji blonowej i
cytosolowej, wielokolorowa cytometria przepltywowa subpopulacji PBMCs oraz liczne testy
funkcjonalne, w tym GSIS i degranulacje komorek tucznych. Autorka wykazata si¢ doskonala
znajomos$cig narzedzi eksperymentalnych, umiejgtnoscia ich optymalizacji oraz peing
$wiadomoscig ograniczen stosowanych metod. Wyniki badan sg obszerne, spdjne, a ich

interpretacja — dojrzata, krytyczna i oparta na aktualnym stanie wiedzy swiatowej.

Wyjatkowa warto$¢ majg takze prezentacja graficzna wynikow, klarowna struktura
tekstu. Rozprawa stanowi spdjny, wartosciowy wktad w rozwdj badan nad rolg prenylacji w
patofizjologii cukrzycy typu 2, z potencjalem publikacyjnym w czasopismach o wysokim

wspolezynniku wpltywu. Dysertacja mgr inz. Darii Kaminskie] ma wyrazne znaczenie dla
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Technologii Zywnosci i Zywienia cztowieka, poniewaz dostarcza nowych, molekularnie
uzasadnionych danych dotyczgcych regulacji metabolizmu glukozy, funkcji komérek p i
komorek odpornosciowych oraz zaburzen wynikajacych z dietozaleznej patogenezy cukrzycy
typu 2. Bardzo wartosciowe jest tez poprzez badanie inhibitoréw enzyméw szlaku kwasu
mewalonowego, prenylotransferaz i kinazy ROCK na ingerencje w procesy zwigzane z
patogenezg cukrzycy typu 2 oraz udowodnienie, ze prenylacja moze stanowi¢ jeden z
mechanizmdw lezgcych u podstaw tej patogenezy tej choroby. Jednoczesnie praca wnosi
istotny wkiad w rozwdj nutrigenomiki, biologii zywnosci funkcjonalnej oraz rozumienia

interakcji migdzy dietg a ukladem odpornosciowym.

Podsumowujac, z uwagi na nowatorski charakter, imponujaca jakosé wykonania badan
oraz wyrazne przekroczenie typowych standardow doktoratu, uwazam, ze rozprawa w petni

zastuguje na wyroznienie.
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