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W badaniach bedacych przedmiotem ocenianej rozprawy doktorskiej wykorzystane zostaty
rézne modele komérkowe in vitro do oceny wtasciwosci antyoksydacyjnych i przeciwzapalnych takich
substancji jak kurkumina, metofrmina i hisperydyna. Stres oksydacyjny i przewlekty stan zapalny,
wynikajgce z zaburzen homeostazy redoks (nadmiar reaktywnych form tlenu (ROS) czy azotu) oraz
aktywacji cytokin prozapalnych (np. TNF-a), odgrywajg istotng role w patogenezie wielu choréb
przewlektych. Mogg one negatywnie wptywac na komdrki poprzez swoje destrukcyjne dziatanie na
makroczgsteczki (m.in. DNA, biatka czy lipidy), co moze prowadzi¢ do zaburzenia réznych proceséw
biochemicznych, a w konsekwencji wptywac na metabolizm komérkowy, a nawet kierowac je na droge
kancerogenezy. Oprécz choréb nowotworowych przewlekty stres oksydacyjny i stan zapalny
przyczyniajg sie m.in. do rozwoju chordéb neurodegeneracyjnych, zapalnych (np.: reumatoidalne
zapalenie stawow, RZS) czy zaburzenn metabolicznych. Biorgc pod uwage powyzsze, wybér linii
komodrkowych wykorzystanych w przeprowadzonych badaniach uwazam za trafny i dobrze
uzasadniony naukowo. Komorki HEK-293 to stabilna linia embrionalna reprezentujgca komorki
prawidtowe podatne na stres oksydacyjny. Linia COS-7 to komérki o fenotypie przednowotworowym;
a SW-982 to linia miesaka mazidwkowego, czesto wykorzystywana w badaniach in vitro nad
nowotworami tkanek miekkich, ale po indukcji TNF-a stosowana tez jako model zapalny RZS. Taki
dobér pozwala na ocene potencjatu badanych zwigzkéw w ochronie przed stresem oksydacyjnym

i stanem zapalnym komodrek bedgcych w réznym stanie (pato)fizjologicznym.



Oceniana rozprawa liczy 191 stron i ma typowy uktad obejmujgcy cztery gtdwne rozdziaty:
wstep teoretyczny, materiaty i metody, wyniki oraz dyskusje i wnioski. Ponadto na poczatku rozprawy
umieszczone zostaty: spis tresci, wykaz skrétéw oraz streszczenia w jezyku polskim i angielskim; a na

koncu dorobek naukowy doktorantki i bibliografia.

Wstep teoretyczny rozprawy zawiera wszystkie zagadnienia istotne z punktu widzenia
tematyki badan. Autorka definiuje stres oksydacyjny oraz opisuje jego role w rozwoju stanu zapalnego,
procesie nowotworzenia oraz patofizjologii RZS. W tej czesci wstepu dodany jest tez podrozdziat
poswiecony metabolomice i jej znaczeniu w badaniach nad stresem oksydacyjnym (1.1.4). W moje;j
ocenie zawarte w tym podrozdziale informacje o technikach analitycznych i rodzajach badan
metabolomicznych bardziej pasujg do podrozdziatu 1.4, ktéry jest poswiecony metabolomice.
Natomiast pozostate informacje odnosnie metabolitéw i szlakdw metabolicznych, ktére sg
wskazywane jako zaburzone w zwigzku z wystepowaniem stresu oksydacyjnego, umiescitbym po
rozdziale poswieconym badaniom na komérkach w kontekscie stresu oksydacyjnego. W dalszej czesci
wstepu scharakteryzowane sg badane substancje oraz opisane sg mechanizmy ich dziatania m.in.
przeciwnowotworowego czy przeciwzapalnego, ktére ponadto przedstawione sg na trzech czytelnych
rysunkach. Z tytutu wspomnianego juz wczesniej podrozdziatu 1.4 usunagtbym zwrot ,nauki omiczne”,
gdyz jest on w catosci poswiecony metabolomice. W podrozdziale tym, w sposdb zrozumiaty,
przedstawione sg aspekty techniczne spektroskopii protonowego magnetycznego rezonansu
jadrowego (NMR), wigczajgc opracowanie danych spektralnych i identyfikacje zwigzkéw w badaniach
metabolomicznych. Informacje zebrane we wstepie pokazujg, ze Pani mgr inz. Monika Sapeta-

Nowinska bardzo dobrze przygotowata sie do realizacji swoich badan.

Odrebny rozdziat stanowi jasno sprecyzowany cel pracy, do realizacji ktérego prowadza trzy
cele szczegétowe, a kazdy z nich koresponduje z odpowiednim eksperymentem biologicznym.
Pierwszy to ocena réznic w mechanizmach adaptacyjnych i odpornosciowych bedacych odpowiedzig
komorek prawidtowych i nowotworowych (COS-7) na stres oksydacyjny. Drugi to ocena wptywu
kurkuminy i metforminy na metabolizm komdrek prawidtowych i nowotworowych (SW-982)
w warunkach normalnych oraz podczas stresu oksydacyjnego, a trzeci to ocena wplywu w/w zwigzkow

oraz hesperydyny na modulacje odpowiedzi zapalnej w modelu komérkowym RZS.



Rozdziat ,Materiaty i metody” obejmuje 30 stron maszynopisu. Na jego poczatku
przedstawiona zostata charakterystyka wszystkich zastosowanych przez Doktorantke linii
komdérkowych, wraz z uzasadnieniem ich wyboru do realizacji badan. Ponadto, w rozdziale tym zostaty
szczegbtowo opisane trzy eksperymenty na komdrkach oraz zastosowane metody pomiarowe: ocena
zywotnosci komdrek i indukcji apoptozy, pomiar poziomu ROS oraz badania metabolomiczne NMR.
Na uwage zastuguje réznorodnos¢ metod pomiarowych zastosowanych przez Doktorantke:
oznaczenia spektrofotometryczne, fluorescencyjne, cytometryczne czy NMR. Cennym uzupetnieniem
tej czesci rozdziatu jest tez lista stosowanych odczynnikéw (wraz z informacjg o producencie i numerze
katalogowym); szczegétowe zestawienie warunkéw, w jakich byty prowadzone hodowle komérkowe
oraz instrukcje przygotowania kluczowych roztworéw i komoérek do testédw. Wszystkie opisy
wykonanych eksperymentéw i zastosowanych metod sg bardzo precyzyjne, co pozwala na ich
odtworzenie, w razie potrzeby. Swiadczy to o dojrzatosci naukowej Pani mgr Sapety-Nowiriskiej. Mam
pytanie do tej czesci rozprawy dotyczace jednowymiarowe] analizy statystycznej. Zgodnie z opisem
metod po ocenie normalnosci rozktadu za pomoca testu Shapiro-Wilka, stosowano test t-Studenta
(dla danych o rozktadzie normalnym) lub test U Manna-Whitney’a (dla danych niespetniajgcych
kryteridw normalnosci). W zwigzku z niewielkg liczbg powtdrzen, co jest typowe dla badan na
hodowlach komérkowych, mozna zatozy¢, ze warunek spetniania kryterium normalnosci rozktadu nie
jest spetniony i zastosowac testy nieparametryczne. Co prawda test Shapiro-Wilka mozna stosowa¢d
do oceny normalnosci rozktadu nawet dla bardzo matych préb, ale wieksza préba pozwala uzyskaé
bardziej wiarygodne wyniki. Czy w zwigzku z tym rozwazata Pani mozliwos¢ zastosowania testu
U Manna-Whitney’a we wszystkich poréwnaniach? Jaki byt odsetek poréwnan, w ktérych kryterium
normalnosci rozktadu byto spetnione? Ponadto w przypadku badan wielkoskalowych, do jakich nalezy
metabolomika, uzyskiwane wartosci p sg korygowane, by zmniejszy¢ ryzyko fatszywych odkry¢
zwigzanych z wielokrotnym testowaniem. Czy przeprowadzata Pani takg korekte? Rozdziat 3.6.2
zatytutowany jest ,,Analiza danych wielowymiarowych”. Rozumiem, ze dane metabolomiczne s co

najmniej dwuwymiarowe, ale chyba miata tu Pani na mysli wielowymiarowa analize danych.

O ogromnej pracy wykonanej przez Doktorantke $wiadczg nie tylko przeprowadzone przez Nig
liczne i réinorodne eksperymenty i pomiary, ale takze ilos¢ uzyskanych wynikéw. Sg one
przedstawione w rozdziale czwartym, ktéry ma ponad 90 stron i zawiera prawie 40 rysunkéow. Nalezy
podkresli¢, ze wiele z nich skfada sie z paneli, a ponadto czes¢ danych zebrana jest w materiatach
uzupetniajgcych dostarczonych wraz z rozprawg na ptycie CD, co $wiadczy o imponujacej ilosci
uzyskanych wynikéw badan. Mam pytanie odnosnie prezentacji danych metabolomicznych. Zgodnie

z tytutem, o$ Y przedstawia relatywne stezenie. Czy moze Pani wyjasni¢, co to oznacza? Czy wartosci



te majq jakas$ jednostke? Rozdziat ,, Wyniki” podzielony jest na trzy podrozdziaty, kazdy dedykowany
jednemu z celéw szczegétowych. Podrozdziaty te zakoriczone sg dyskusjg wynikéw przedstawionych
w danym podrozdziale. Doktorantka szczegétowo omawia w nich uzyskane przez siebie wyniki,
zachowujac ciggtosé przyczynowo-skutkowg przeprowadzonych badan. Krytycznie dyskutuje rezultaty
swoich badan w kontekscie wynikéw uzyskanych przez innych badaczy. Przeprowadzona dyskusja
wynikéw pokazuje, ze Pani mgr Monika Sapeta-Nowiriska ma szeroka wiedze w zakresie procesow
biochemicznych i zmian w poziomie metabolitéw zwigzanych z wystepowaniem stresu oksydacyjnego,
stanu zapalnego czy proceséw nowotworzenia na poziomie komdrkowym. Jest réwniez doktadnie
zaznajomiona z literaturg naukowa z obszaru swoich badan oraz umiejetnie interpretuje wyniki badan

wtasnych.

Kolejny rozdziat zatytutowany jest ,Dyskusja ogdlna i wnioski koncowe”. Po zapoznaniu sie
z jego trescig stwierdzam, ze poprzedni rozdziat mégtby by¢ zatytutowany , Wyniki i dyskusja”, a ten
»Whioski”. Taka forma podziatu publikacji naukowej jest preferowana przez wiele wydawnictw
naukowych, a w tym przypadku bardziej by odzwierciedlata tresci zawarte w tych dwdch rozdziatach.
W rozdziale tym wyniki badan przedstawione sg w formie skondensowanej, z podziatem na
poszczegdlne eksperymenty, odpowiadajgce celom szczegétowym. A do tego przedstawione sa
wyciggniete z badan wnioski, ktére odpowiadajg na postawione cele badawcze. Doktorantka
wykazata, ze kurkumina czy metformina, w zaleznosci od sytuacji pato(fizjologicznej), dziata ochronnie
w stosunku do komdrek prawidtowych i cytotoksycznie wobec komdrek nowotworowych. Wszystkie

badane zwigzki wykazujg pozytywne dziatanie farmakologiczne w modelu zapalnym RZS.

Przedostatnia cze$¢ rozprawy zawiera dorobek naukowy Doktorantki. Pani magister jest
wspotautorkyg 6 publikacji, z ktérych dwie sg w trakcie recenzji lub przygotowania. Ponadto jest
wspotautorkg prawie 10 doniesiefr zjazdowych, z ktérych wiekszo$é przedstawiata w formie
prezentacji ustnej. Za swojg dziatalno$¢ naukowg uzyskata stypendium Dziekana Szkoty Doktorskiej
oraz otrzymata dwa wyrdznienia za prezentacje na konferencjach naukowych. Byta tez stypendystka
w projekcie SONATA BIS 11. Uwazam, ze osiggniecia naukowe Doktorantki sg bardzo dobre jak na

obecny etap pracy naukowe;j.

Bibliografia, ktérg positkowata sie Doktorantka, obejmuje blisko 170 pozycji, w wiekszosci
anglojezycznych, z ktérych prawie 60% to publikacje z ostatnich 10 lat. Drobnym niedociggnieciem jest

brak ujednoliconego formatu spisu literatury.



Z poziomu recenzenta nie moge tez poming¢ innych btedéw, ktére zauwazytem. Niektore
pozycje na tej liscie, jak np.: heatmap czy B-katenina to nie sg skréty, a NO® to rodnik tlenku azotu.
Zaréwno w liscie skrétéw, jak i w innych czesciach rozprawy w wielu miejscach nazwy facifsko- czy
anglojezyczne s napisane kursywg. Cytowania literatury przedstawione w jednym nawiasie,
z przedziatem w przypadku cytowania ciggiem wiekszej liczby prac, np. [10-13]; wygladatyby bardziej
estetycznie niz kazda pozycja w oddzielnym nawiasie, jak to jest np. na stronie 20. Ponadto, na stronie
25 napisane jest, ze metabolomika jest jedng z najmtodszych dziedzin sposréd komponentéw biologii
systemowej, otdz jest ona najmtodszg dziedzing kaskady omicznej. Powyzsze niedociggniecia i btedy
edytorskie nie podwazajg wartosci merytorycznej przedstawionej pracy i przeprowadzonych badan.
A nalezy podkresli¢, ze rysunki i schematy zawarte w rozprawie przygotowane zostaty z duig

starannoscig i dodajg jej waloréw estetycznych.

Podsumowujgc, w ocenianej rozprawie doktorskiej przedstawione sg interdyscyplinarne
badania obejmujgce badania na hodowlach komérkowych z wykorzystaniem m.in. nowoczesnych
metod badawczych, takich jak metabolomika przy pomocy NMR czy cytometria przeptywowa.
Uzyskane wyniki poszerzajg naszg wiedze nt. dziatania kurkuminy, metforminy i hesperydyny na
metabolizm, stres oksydacyjny oraz odpowiedz zapalng w komérkowych modelach in vitro.

Biorgc pod uwage catos¢ rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Moniki Sapety-Nowinskiej
stwierdzam, iz spetnia ona wymogi stawiane rozprawom doktorskim zgodnie z art. 187 ust. 1-2 ustawy
z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2024 r. poz. 1571). W zwigzku
z powyzszym zwracam sie do Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Chemiczne Politechniki Wroctawskiej
z wnioskiem o dopuszczenie Pani mgr inz. Moniki Sapety-Nowinskiej do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego. Ponadto, w zwigzku z tym, iz przeprowadzone badania s3 innowacyjne
i interdyscyplinarne, a uzyskane wyniki majg duzg warto$¢ poznawczg i potencjat translacyjny,
przedktadam Radzie Dyscypliny Naukowej Nauki Chemiczne Politechniki Wroctawskiej wniosek

0 wyrdznienie rozprawy.
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