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Rozprawa doktorska mgr. Karoliny Persona zostala wykonana w ramach projektu
JInterdyscyplinarne Studia Doktoranckie — Nauki molekularne dla medycyny (MOL-MED)”
wspétfinansowanego ze $rodkéw Unii Europejskiej oraz stypendium Narodowego Centrum

Nauki.

Praca jest po$wigcona waznemu i nadal nie w pelni wyjasnionemu problemowi
toksycznego wplywu benzylopiperazyny (BZP) na zdrowie czlowieka. Pochodne piperazyny
sa substancjami psychoaktywnymi, ktore stanowia czgsty sktadnik tzw. ,narkotykéw
zmodyfikowanych”, zwanych popularnie ,,dopalaczami”. Zwiazki te, pomimo Zze prawnie
zabronione, sq stosowane przez rézne grupy ludzi, w tym mlodziez, ze wzglgdu na efekty
dzialania, takie jak poczucie przyjemnosci, zwigkszenie wydolnosci psychofizycznej czy
pobudzenie. Zatrucia ,,nowymi substancjami psychoaktywnymi” stanowia istotny problem
kliniczny, zwlaszcza ze dokladny mechanizm ich dziatania na komorki ludzkie oraz skutki
uboczne nie sg dobrze poznane. W dostgpnym pismiennictwie obecne sa tylko nieliczne prace

oceniajgce biologiczne skutki nowej generacji substancji psychoaktywnych na poziomie



komoérkowym czy molekularnym. Tak wiec, uwazam, ze przedlozona do recenzji praca

dotyczy istotnego i aktualnego zagadnienia.

Celem badan mgr. Karoliny Persona bylo okreslenie wplywu BZP na parametry stresu
oksydacyjnego, stan energetyczny i proces apoptozy wybranych typéw komérek tudzkich, Do
szczegolowych celow pracy nalezala ocena zmiany potencjalu blony mitochondrialnej,
zaburzenia biosyntezy ATP i przéplywu elektronéw w poprzek wewngtrznej blony
mitochondrialnej, a takze analiza wplywu BZP na powstawanie reaktywnych form tlenu
(ROS) i jego skutkéw w postaci uszkodzenia DNA. Ponadto, doktorantka badata wptyw BZP
na proces apoptozy, poprzez ocen¢ aktywacji wybranych kaspaz i zmian ekspresji genéow
zwiazanych z tym procesem. Cele pracy zostaly przez Doktorantke trafnie wyznaczone i

poprawnie sformutowane.

Badania doktorantki miaty charakter eksperymentu in vitro i przeprowadzone zostaty
na 2 ludzkich, nowotworowych liniach komoérkowych: glejowych LN-18 i watrobowych
HepG2. Wybor 6dpowiedniego typu komérek do prowadzonych badan jest bardzo wazny i
Doktorantka stusznie wybrata komérki osrodkowego ukladu nerwowego, opierajac si¢ na
danych klinicznych pacjentéw stosujacych preparaty zawierajace BZP, a takze w oparciu o
dane z literatury wskazujace na sympatykomimetyczne whasciwosci tych zwiazkoéw. Wybor
komérek watrobowych jest réwniez w pelni uzasadniony, poniewaz watroba jest kluczowym

narzadem bioracym udziat w procesach detoksyfikacii.

Rozprawa ma typowy uklad pracy eksperymentalnej, liczy 183 strony i podzielona jest
na 13 glownych rozdziatdw. Czesé teoretyczna obejmuje 3 rozdziaty: 1. ,,Wprowadzenie”,
2.”Charakterystyka benzylopiperazyny” oraz 3.”Apoptoza jako odpowiedz na dzialanie
czynnikow cytotoksycznych”. We ,Wprowadzeniu” (str. 18-21) zawarte sg szczegdlowe
informacje dotyczace przyjetych definicji prawnych okreslajacych substancje psychoaktywne
i ich nazewnictwo, a takze dane o ich rozpowszechnieniu i systemach rejestracji i przeptywu
informacji w Unii Europejskiej. Zdanie konicowe z rozdzialu ,,Wprowadzenie” (str.21):
"Whnioski phmaqce z przeprowadzonych i opisanych badan moga, wigc przyczynic si¢ do
poszerzenia wiedzy na temat bezposredniego wplywu nowo pojawiajqcych sig pochodnych tej
substancji na organizm ludzki.” powinno by¢ raczej umieszczone w rozdziale ,,Wnioski”.
Rozdziat 2 (str.22-41): ,,Charakterystyka benzylopiperazyny” w sposéb bardzo WYCZErpujacy,
przedstawia dane dotyczace rozpowszechnianych preparatébw zawierajacych BZP, ich

historie, poznane mechanizmy oddzialywania na tkanki, skutki uboczne, toksycznos¢, a nawet



regulacje prawne. Podobnie, nastgpny rozdziat 3 (str. 42-69) o tytule: ,Apoptoza jako
odpowiedz na dziatanie czynnikéw cytotoksycznych” w sposob bardzo wnikliwy przedstawia
aktualny stan wiedzy, oraz nowe kierunki badawcze dotyczace roli i mechanizméw apoptozy,
udziatu mitochondriéw i stresu siateczki endoplazmatycznej w tym procesie oraz znaczenia
wybranych czynnikéw regulacyjnych. Informacje zawarte w czg$ci teoretycznej dysertacji
swiadezg o0 bardzo dobrym przygotowaniu teoretycznym doktorantki do prowadzenia badan, o

jej duzej wiedzy nie tylko z zakresu biochemii ale takze biologii komorki.

W czgdei eksperymentalnej, opisana jest bardzo szezeg6towo baza doswiadczalna oraz
metodyka prowadzonych badan (str. 74-108). Autorka rozprawy w swojej pracy stosowala
roznorodne, nowoczesne techniki badawcze (hodowle komoérkowe, technika
bioluminescencji, cytometrii przeptywowej FACS, izolacji DNA i inne techniki biologii
molekularnej), $wiadczace o ogromnym wkiadzie pracy i duzych umiegjgtnosciach
praktycznych. Jednakze, w rozdziale ,,Metodyka badan™ zdaniem recenzenta, Doktorantka
niepotrzebnie rozbudowata tekst o informacje teoretyczne, pochodzace z literatury, ktore
nalezatoby raczej umiescié w dyskusji (przykladowo na str. 94 zamiescila rozwazania
dotyczace znaczenia 8-hydroksy-2-deoksyguanozyny jako markera uszkodzen oksydacyjnych
DNA komorek).

Wyniki badan, zamieszczone na str.109 — 135 (Podsumowanie wynikéw na str. 136 —
137) sa opisane precyzyjnie, zwigzle i poprawnie graficznie przedstawione. W pierwszej
czesci rozdzialu przedstawione sa wyniki cyklu badan prowadzonych na liniach komérek LN-

18, a w drugiej czesci zaprezentowano wyniki analogicznych badan dla linii komérek HepG2.

W rozdziale 10: ,,Oméwienie wynikéw i dyskusja” (str. 138 — 149) Autorka
uzasadnia celowo$¢ podjetych badas i poréwnuje uzyskane przez siebie wyniki z danymi z
literatury. Wywéd przeprowadzony jest w sposob logiczny i ciekawy. Nie w pelni
satysfakcjonujace pozostaje jednak wyjasnienie mozliwych przyczyn rozbieznych wynikéw w
zmianie potencjatu wewnetrznej blony mitochondrialnej po BZP w 2 rdznych liniach
komorkowych. W komoérkach linii LN-18 zaobserwowano wzrost potencjalu blony
mitochondrialnej pod wplywem stezenia 300 pg/mL BZP, przy jednoczesnym spadku
produkeji wewnatrzkomérkowego ATP i nasilonej produkeji reaktywnych form tlenu (ROS).
W komérkach linii HepG2 réwniez odnotowano spadek ATP i nasilenie produkcji ROS,
natomiast potencjat blony mitochondrialnej obnizyt si¢ po BZP w dawce 100 i 300 pg/mL.

Wyjasnienie przyczyn tych rozbieznosci pozostawia pewien niedosyt. Nie umniejsza to



jednak warto$ci przeprowadzonej przez Doktorantkg dyskusji, ktéra jest wyczerpujaca i

podparta istotnymi pozycjami z pi$miennictwa migdzynarodowego i polskiego.

W rozdziale 11 rozprawy doktorskiej (str. 150 — 152) Autorka formutuje wnioski z
przeprowadzonego eksperymentu badawczego. Przedstawione wnioski wynikaja z
przeprowadzonych badan i odpowiadaja na postawione problemy badawcze. Niemniej jednak,
zdaniein recenzenta, rozdzial bytby bardziej przejrzysty gdyby Autorka ujela wnioski w
punkty i zrezygnowata z dodatkowej dyskusji w tym rozdziale. Zastrzezenia budzi tez tekst
zawarty w tym rozdzialei: ., W rozwoju patomechanizmu choroby Alzheimer’a wymieniany jest
natomiast stres siateczki: endoplazmatycznej (Nakagawa et‘al., 2000), ktérego aktywacje pod
wplhywem najwyzszego s%@z'enia BZP zaobserwowano w linii LN-18. Na tej podstawie mozna
przypuszczaé iz osoby ﬁrzyjmujqce BZP mogq byé bardziej narazone na zachorowanie na
tego typu schorzenia, a dopalacz ten moze przyspieszaé rozwdj chordb zwigzanych z
zaburzeniami funkcji mitochondriéw i stresem siateczki endoplazmatycznej.” Autorka nie jest
uprawniona do wyciagniecia tak daleko idacego wniosku, poniewaz takich badan nie

przeprowadzala i nalezalo raczej tego typu dywagacje umiesci¢ w dyskusji.

Streszczenie pracy (str. 153 — 156) jest napisane zwigZle i wyczerpujaco, zardwno w

jezyku polskim jak i angjelskim.

Pis$miennictwo (étr. 157 — 178) obejmuje 286 pozycji z literatury anglojezycznej i
polskiej. Wérod cytowanych pozycji jest tez oryginalna anglojezyczna publikacja Doktorantki
(pierwszy autor), zwiazana tematycznie z dysertacja doktorska. Na stronach 178 - 179
zamieszczone sa tez dodatkowo 4 ustawy i 9 raportow dotyczacych prawnych regulacji
odnoszacych sie do zwiazkéw psychoaktywnych, co dodatkowo $wiadczy o duzej rzetelnosei

i pedanterii Doktorantki.

Praca zawiera tez precyzyjnie sporzadzone ,, Zestawienie stosowanych skr6tow” 1 ich
wyjasnienie podane jest zaréwno w jezyku polskim jak i angielskim. Dodatkowo praca

zawiera, umieszczony na koficu spis 6 tabel i 37 rycin.

Proporcje pomiqazy poszczegblnymi czesciami rozprawy sa prawidtowe a rozdzialy
poprawnie zredagowane; Drobne stylistyczne uchybienia w niczym nie umniejszaja wysokiej
wartosci tej pracy. Zwraca uwage bardzo estetyczna i dopracowana w szczegotach edycja

przedstawionej rozprawy doktorskiej.



Opisane przez Doktorantke badania w istotny sposéb poszerzaja nasza wiedze
dotyczaca wplywu benzylopiperazyny na stan energetyczny, apoptoze i stres oksydacyjny
ludzkich komdrek. Ninigjsza dysertacja stanowi oryginalne rozwiazanie problemu
naukowego, ma duze walory poznawcze i jest réwniez istotna dla medycyny kliniczne).
Precyzyjne poznanie mechanizméw oddzialywania benzylopiperazyny na tkanki ludzkie
stanowi baz¢ do opracowania skutecznych terapii zatru¢ tymi zwigzkami. Praca prezentuje
wysoki poziom merytoryczny, wykazuje duza ogdlng wiedze Doktorantki oraz umiejetnosé

samodzielnego planowania i prowadzenia pracy naukowe;.

Rozprawa doktorska magister Karoliny Persona o tytule: ,, Wplyw benzylopiperazyny
— modelowego zwiazku z grupy dopalaczy na stan energetyczny komoérek, apoptozg i stres
oksydacyjny” spelnia bez zastrzezefi warunki okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki.

W zwiazku z powyzszym mam zaszczyt przedstawi¢ Wysokiej Radzie Wydziatu
Chemii Uniwersﬁetu Jagiellonskiego wniosek o dopuszczenie magister Karoliny Persona do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Bardzo wysokie walory merytoryczne

przedstawionej dysertacji upowazniaja mnie do wystgpienia o jej wyrdznienie.
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