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Recenzja pracy doktorskiej mgr inz. Moniki Sapety-Nowinskiej pt. ,Modulacja
metabolizmu komoérkowego przez kurkuming, metforming i hesperydyn¢ w modelach in

vitro: stresu oksydacyjnego, nowotworowym i zapalnym”.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr inz. Moniki Sapety-Nowinskiej
zostala wykonana na Wydziale Chemicznym Politechniki Wroclawskiej pod opieka promotora
prof. dr. hab. Piotra Mlynarza oraz promotor pomocniczej dr Katarzyny Gebczak. Badania
eksperymentalne wykonano w Katedrze Biochemii, Biologii Molekularnej i Biotechnologii
Wydzialu Chemicznego Politechniki Wroctawskiej oraz w Zakladzie Podstaw Nauk
Medycznych Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu. Doktorantka ubiega si¢ o stopien

doktora w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych, w dyscyplinie: nauki chemiczne.

Praca ma charakter klasycznej monografii i sktada sie ze wstepu teoretycznego, czgsci
metodycznej, opisu wynikéw zawierajacego czesciowa dyskusje wynikow, dyskusje ogdlng
oraz zaprezentowanych na koncu rozprawy - wnioskdéw. Rozdziat nr 6 dysertacji zaznajamia

nas z dorobkiem naukowym doktorantki.

Celem rozprawy bylto zbadanie wptywu stresu oksydacyjnego na metabolizm komoérek
ssaczych w warunkach in vitro oraz ocena dziatania trzech zwigzkéw o wiasciwosciach
przeciwzapalnych 1 antyoksydacyjnych: metforminy, kurkuminy i1 hesperydyny, w warunkach
stresu oksydacyjnego i zapalnego. Aby osiagnaé cel gldéwny zrealizowano kilka celéw

szczegblowych:

1) Dokonano indukeji stresu oksydacyjnego w komorkach in vitro, a nastepnie

przeanalizowano wptyw kurkuminy i metforminy na zaindukowany stres oksydacyjny.



2) Zaindukowano stan zapalny w komorkach, a nastepnie dokonano oceny wptywu

kurkuminy i metforminy i hesperydyny w modulacji odpowiedzi zapalne;j.

Analizy w obu przypadkach obejmowaly ocen¢ zywotnosci komorek, pomiar poziomu
reaktywnych form tlenu (ROS), badanie apoptozy oraz profilowanie metabolomiczne metoda

NMR.

W pierwszym etapie indukowano stres oksydacyjny z uzyciem rdéznych stezen HoOr, w
komorkach linii HEK-293 oraz COS-7 — a nastepnie oceniano cytotoksyczno$¢ zastosowanych
dawek oraz analizowano poziom ROS po traktowaniu. Na podstawie uzyskanych danych
wybrano warunki indukcji ROS zastosowane w kolejnych eksperymentach. Obie linie
wykazywaly odmienng odpornos¢ na zastosowany stres i inng stabilno$¢ metaboliczng. Wyniki

opublikowano w czasopismie Acta Biochimica Polonica w 2025 roku.

W drugim etapie porownano wptyw kurkuminy i metforminy na komorki nienowotworowe:
HEK-293 1 nowotworowe: SW-982 w warunkach stresu oksydacyjnego. Oceniono
przezywalno$¢ 1 poziom ROS oraz porownano profile metabolomiczne wykonujgc analizg
NMR. Stwierdzono dzialanie cytoprotekcyjne i antyoksydacyjne kurkuminy i metforminy w
komoérkach nienowotworowych w warunkach stresu oksydacyjnego. Stwierdzono, ze
kurkumina modulowata gléwnie metabolizm aminokwaséw i reakcje redoks, natomiast

metformina — przemiany nukleotydéw, aminokwaséw, lipidow i metabolizm energetyczny.

W przypadku komoérek nowotworowych, metformina i kurkumina wywolywaty efekt
odwrotny, tj. zaburzaly réwnowage energetyczng oraz obnizaly przezywalnos¢ komorek w
warunkach stresu wywotanych traktowaniem H>O». Analizy NMR ujawnity, ze podobnie jak
w komdrkach nienowotworowych, oba zwigzki odmiennie modulowaly szlaki metaboliczne 1

metabolizm energetyczny.

W trzecim etapie mgr inz. Sapeta-Nowinska ocenita dziatanie kurkuminy, metforminy, jak
rowniez hesperydyny, w warunkach zapalnych. W tym przypadku Doktorantka zdecydowata
si¢ ponownie wykorzysta¢ nowotworowa linig SW-982 jako komodrkowy model
reumatoidalnego zapalenia stawow. Komorki poddano stymulacji cytoking prozapalng TNF-a
w 2 réznych stezeniach, a nastepnie przeanalizowano wplyw metforminy, kurkuminy i
hesperydyny na komorki w kontekscie cytotoksycznosci, stresu oksydacyjnego oraz
wlasciwosci proapoptotycznych analizowanych zwiazkéw. Doktorantka wykonata réwniez
porownawcza analize metabolomiczng i stwierdzita, ze analizowane zwigzki, cho¢ wykazuja

odmienne dziatanie na szlaki i $Sciezki metabolizmu komorkowego, to wykazuja potencjat



ochronny co objawiato si¢ czesciowe] normalizacja profilu metabolomicznego. Wyniki
porownawczej analizy z uzyciem podejscia NMR ujawnily deregulacje procesu glikolizy i
metabolizmu aminokwaséw po zastosowaniu kurkuminy oraz wzrost GSH i wplyw na
metabolity zwigzane z reakcjami redoks po metforminie. Z kolei hesperydyna aktywowata

odpowiedz antyoksydacyjng i indukowata stres metaboliczny.

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska mgr inz. Sapety-Nowinskiej dotyczy
wazne] dziedziny badan jakimi sa poszukiwania zwiazkow niskoczasteczkowych przydatnych
do modulowania stresu oksydacyjnego w komoérkach nienowotworowych, nowotworowych
oraz w modelu zapalnym, w konteks$cie potencjatu terapeutycznego. W pracy uwage zwraca
klarowny 1 wyczerpujacy wstep literaturowy, ktéry wprowadza czytelnika zarowno w obszar
tematyki stresu oksydacyjnego, opisu dzialania metforminy, kurkuminy i hesperydyny, jak
rowniez podejscia NMR do porownawczych analiz metabolomicznych w celu $ledzenia zmian
zachodzacych w komorkach. Réwniez cze$é metodyczng opisano w sposob bardzo
szczegdlowy, umozliwiajacy odtworzenie zaprezentowanych eksperymentéw. Opis dostarcza
wszystkich niezbednych informacji, liczba powtoérzen biologicznych 1 technicznych jest jasno
opisana i wystarczajagca do uzyskania wiarygodnych danych, a kontrolne eksperymenty
wykonane w sposob prawidlowy, umozliwiajac wlasciwg interpretacje wynikdéw. Zwraca
roOwniez uwage wyczerpujaco opisana analiza statystyczna. Bardzo spodobata mi si¢ takze
organizacja czesci wynikowej, zawierajaca opis wynikdw danego zestawu eksperymentow, a
nastepnie ich czesciowa dyskusja co utatwilo zrozumienie i pozwalalo nadazaé za ciagiem
przyczynowo - skutkowym pokazanym w pracy. Na koncu dysertacji znajdujemy dyskusje

0golng wszystkich wynikoéw i wnioski koncowe, podsumowujace jeszcze raz calg prace.
Podczas obrony, poprositabym o odniesienie si¢ do ponizszych kilku uwag/pytan:

1) W probkach linii HEK-293 traktowanych H>O» zidentyfikowano metodg NMR sygnaty
nieobecne w liniach kontrolnych. Czy moga to by¢ metabolity powstajace w wyniku wtérnego

metabolizmu samego H>O»?

2) Dlaczego w eksperymentach dotyczacych wplywu kurkuminy i metforminy na
zaindukowany stres oksydacyjny nie zastosowano linii COS-7? Poniewaz obie linie, HEK-293
1 COS-7 odmiennie reagowaly na stres, zastosowanie obu linii w eksperymentach z kurkuming
1 metforming by¢ moze dostarczyloby interesujacych danych na temat réznicowego wptywu
obu zwigzkow w zaleznosci od stopnia wrazliwosci komoérek na stres oraz adaptacji

metabolicznej] w warunkach stresu. Zamiast tego, zastosowano kurkumine i metforming na



modelu komérek nienowotworowych oraz nowotworowych, co réwniez jest niezwykle istotne,

niemniej jednak linia COS-7 w interesujacy sposob, dopelnitaby uzyskany obraz.

3) W pracy mylaco zastosowano wyrazenia ,relatywne stezenie” odnoszace si¢ do
metabolitow zidentyfikowanych metoda NMR. Bardziej odpowiednie byloby zastosowanie
wyrazen ,,relatywna/wzgledna akumulacja”, ,,relatywny/wzgledny poziom™ poniewaz de facto
W pracy nie badano stezenia (ilos¢ w przeliczeniu na objetos¢ lub masg), a jedynie ilos¢ danego
metabolitu  w porownaniu do innej wartosci, w tym przypadku do metabolitu

zidentyfikowanego w kontroli.

4) Na jakiej podstawie stwierdzono, ze kurkumina i metformina dzialajg przeciwzapalnie
na komoérki HEK-293 w warunkach stresu oksydacyjnego, co sugeruja tytuly rozdzialéw
4.2.1.2,4.2.3.1.3.1,4.2.3.1.3.2? Przeprowadzone analizy potwierdzaja wplyw cytoprotekcyjny
i antyoksydacyjny, co jednak nie jest tozsame w aktywnos$cig przeciwzapalng. Zapalenie i stres
oksydacyjny sa ze soba zwigzane i czesto jeden napedza drugi, jednak wymienne stosowanie
obu wyrazen jest zbyt duzym skrotem myslowym. Mam podobng uwage do oceny skutecznosci
indukeji zapalenia z uzyciem testu cytotoksycznosci MTT oraz pomiaru ROS po stymulacji
TNF-a przeprowadzonego w rozdziale 4.3.1. Oba badania, cho¢ niezwykle istotne, nie sg w

stanie jednoznacznie potwierdzi¢ indukcji stanu zapalnego.

5) Porownawcze analizy metabolomiczne z wykorzystaniem metody NMR,
przeprowadzono zaréwno na komoérkach jak i medium hodowlanym. W przypadku medium,
zwykle problemem w takich analizach jest glukoza, ktérej poziom jest kilkukrotnie wyzszy, w
porownaniu do reszty zwigzkdéw, a z tabeli na str. 50 wynika, ze pracy stosowano m. in.
pozywke DMEM z wysokim stezeniem glukozy 4.5g/L. Czy obserwowano ten problem w

przeprowadzonych w dysertacji analizach?

Ponizej kilka drobnych uwag i sugestii technicznych dotyczacych pracy:

1) W pracy zamiennie stosowano termin metaboliczne i metabolomiczne. Szlaki sa
metaboliczne, jednak analiza lub analizowane profile okreslamy jako metabolomiczne

poniewaz badano metabolity a nie metabolizm.

2) Predkos¢ wirowania w czesci metodycznej nie powinna by¢ podawana w obrotach na minute
tylko w jednostkach g by zapewni¢ powtarzalnos¢ eksperymentdw bez znajomosci promienia

rotora stosowanej wirdwki.



3) Podczas analizy danych NMR dodano bardzo mata wartos¢ pseudo-count w celu uniknigcia
problemu dzielenia przez zero. Poniewaz przeprowadzone analizy miaty charakter
porownawczy, lepsza metoda wydaje si¢ pomnozenie wszystkich danych, zaréwno
pochodzacych z kontroli jak i grupy traktowanej, przez staly mnoznik. Pozwala to uniknac
ujemnych wartosci w przypadku logarytmowania danych, a nie wplywa na uzyskang krotnos¢

zmian czyli tzw. fold change.

Podsumowujac stwierdzam, ze uzyskane wyniki prezentuja wysoka wartos¢ merytoryczna, a
Doktorantka wykazala si¢ wiedzg teoretyczng oraz praktyczng z zakresu prowadzonych przez
siebie prac badawczych, postawita przed soba ambitne i jasne cele naukowe, a nastepnie je
zrealizowata. Otrzymane wyniki dostarczaja waznych informacji istotnych dla zrozumienia
mechanizméw molekularnych lezacych u podloza dziatania antyoksydacyjnego i

antynowotworowego metforminy, kurkuminy 1 hesperydyny.

W s$wietle powyzszych danych i z pelnym przekonaniem stwierdzam, ze recenzowana przeze
mnie dysertacja zawiera istotne elementy nowosci naukowej, oryginalnosci i spelnia ustawowe
kryteria stawiane kandydatom do stopnia doktora sformulowane w art. 187 ust. 1-2 ustawy z
dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (tj. Dz. U. z 2024 r. poz. 1571).
W zwigzku z tym wnosz¢ do Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Chemiczne Politechniki
Wroclawskiej o dopuszczenie mgr inz. Moniki Sapety-Nowinskiej do dalszych etapow
postepowania w sprawie nadania stopnia doktora w dziedzinie nauk S$cistych i

przyrodniczych, w dyscyplinie nauki chemiczne.
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