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RECENZJA

Rozprawy doktorskiej mgr Anny Rorbach-Dolaty pt. “"Badania modelowe szlakéw
ekscytotoksyceznosei w warunkach zaburzei metabolizmu weglowodandw™, wykonanej pod
kierunkiem promotora prof. dr hab. Agnieszki Piwowar w Zaktadzie Toksykologi, Wydzialu

Farmaceutveznego, Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu

Podstawa formalna recenzji
Podstawe formalna opracowania recenzi stanowi uchwala Rady Dyscypliny Nauk

Farmaceutycznych  Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slaskich we Wroclawiu

ar 12/2021 z dnia 29 kwietnia 2021 roku.

Oryginainose, aktualnoesé i przydatno$é podjetege preblemu naukowego

Wazrost zapadalnosci osob z cukrzyca typu 2 (ang fype 2 diabetes mellitus; T2DM) na choroby
neurodegeneracyjne. w tym chorobe Alzheimera, sklania do interdyscyplinamnych badain nad
powiazaniem zaburzen gospodarki weglowodanowe] ze zmuianami charakterystveznymi dla
choréb neurodegeneracyjnych. Badanie te sa istotne zaréwno dla poznania mechanizmow jak
rowniez okreslenia potencjalnych wskaznikow diagnostycznymi, czy tez mozhiwosciami
prewencyjnymi. Z jednej strony tematyka ta jest bardzo wazna z uwagi na wysokg
zachorowalnos¢ na cukrzyce, ktora zostata uznana za epidemie XXI1, z drugiej za$ na fakt, ze
choroby neurodegeneracyjne cechuje  brak  mozliwosei  regeneracii  neuronow 1 ich
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samopowielania, co czyni niemozliwym cofniecie zmian ktére juz powstaly w obrebie
centralnego ukladu nerwowego. O wazkosel problemu §wiadezy rowniez fakt, ze wskazywany
zwigzek miedzy wystepowaniem T2DM., towarzyszacej Jej insulinoopornosel, a choroba
Alzheimera, zdefiniowano jako odrebne zaburzenie okreslane mianem cukrzyey typu 3 (ang. fype
3 diabetes mellitus, T3DM). Coraz wiece] uwagl poswieca Sie TOWNIEZ procesowi
ekscytotoksycznosei indukowanej glutaminianem, ktoremu to przypisuje sie role tacznika miedzy
przewlekta hiperglikemia towarzyszaca cukrzycy typu 2, a patogeneza chordhb
neurodegeneracyjnych. Niezmiernie wazne jest zatem poznanie szlakow lqczacych te dwa
procesy ha poztomie komorkowym. Tym samym podjeta przez Doklorantke tematyka badawcza
Jest bardzo istotna zarowno z poznawcezego punktu widzenia jak rowniez mozliwosécl opracowania

mechanizmdw prewencyjnych czy tez projektowani nowych lekéw.

Ogélna charakterystyka przedstawionej do recenzji rozprawy doktorskiej
Rozprawa doktorska przedstawiona do recenzji ma forme cyklu trzech publikacji (jednej
przegladowe; 1 dwoch oryginalnych) opatrzonych obszernym  komentarzem, o ukladzie
redakcyjnym odpowiadajacym wymogom stawianym pracom naukowym. Liczy ona 49 stron
wydruku komputerowego (bez zalgcznikdw - cyklu trzech publikacji), obejmujacego 2 strony
spisu tresci, 15,5 strony wstepu, 1 strone celow badan, 3 strony materialéw 1 metod, 4 strony
wynikow 1 ich omowienie w odniesieniu do cyklu publikacji, | strone wnioskéw, 7 stron
streszczenia pracy w jezyku polskim 1 angielskim, 7 stron pismiennictwa oraz 45 stron
obejmujacych spis rycin, zrodlo finansowania, wykaz stosowanych skrétow, spis zatacznikéw

publikacje stanowigce cykl prac, dane bibliometryczne oraz o$wiadczenia wspélautordw.

Ocena przedstawionego do recenzji manuskryptn
Recenzowanie doktoratow powstajacych w oparciu o cykl publikacji jest zadaniem szezegdlnym,
gdyz recenzent analizuje prace poddane juz wezedniej krytycznej ocenie na poziomie Redakeyi
czasopism i powolanych przez nie recenzentdw. Tym samy mozemy oczekiwaé, Ze merytoryczna
Jako$¢ ocenianych prac zostala juz potwierdzona, niemniej jednak, recenzent nadal moze znalezé
kilka punktow do dyskusji z Doktorantka.

W swoich badania Doktorantka wykorzystywata linig komérkowa PC 12, ktdra hodowana

byla w pozywee RPMI 1640. Maoje pytanie dotyczy nastepujacej kwestit - czy do przygotowania
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pozywki doswiadczalne) doktorantka uzywala tego samego RPMI 1640 czv tez zdecydowala sie
na wariant pozywki bez glukozy?

W sekcji Cell count and viability obu prac oryginalnych Doktorantka wskazala, ze
wykorzystywal urzadzeme Juli FL (fluorescencyjny system do obserwacji komorek) do
oszacowanta konfluencj: hodowl: komorkowej bezposrednio wnaczyniach hodowlanych — prosze
o wyjasnienie dlaczego taka metoda jest efektywniejsza od standardowo wykorzystywanych
mikroskopows, jakie korzysci odniosta Doktorantka stosujgc ten system 1 w jakim zakresie
wykorzystywana byla fluorescencya

W rozdziale Mewdy zastosowane w baduniach Doktorantka napisal | Komiorki
PC12 osadzono na 96-dolkowej plytce w ilosci 1.8x107 na dolek, a nastepnic inkubowano praez
48 godzin z roznysn stezeniami giukozy ... czy rzeczywiscie komorki byly nanoszone na dolki
w pozywkach doswiadczalnych, gdvz jednoczesnie Doktorantka wskazuje .0 24 h medium
zmieniono, « po 480 inkubacji pozywhke wsunig¢to i przeprowadzono test MTT oparty o
W y/(dr‘zy._ﬂ'fﬁﬂif’ soli tetrazolowyeh w cefu oceny Zywomoscei komiorek ™

W obu pracach oryginalnych Doktorantka podala, e insulina byta rozpuszczana w
pozywce RPMI 1640 1 podawana bezposrednio do dotkdw. W jakiej objetosci podawano insuline
do dotkéw plytki 96-dotkowe;j?

Doktorantka do oceny zywotnose komodrek wykorzystata test MTT, W sekejach
MUTT Assay 1 Colorimetric cell viability (MTT) assay prac oryginalnych opisala, ze po uptywie
czasu inkubacji z badanymi zwigzkami usuwata pozywke i nanosita na kazdy z dotkéw 100pl
2,6mg/ml MTT (czas inkubagji 3h). W czym rozpuszezone byto MTT i czy uzyty rozpuszczalnik

moégt wplywaé na zywotnosc komorek?

Podsumowujge, tworzace cykl prace napisane sa w sposdb czytelny a koncepeja i sposob
zaprojektowania badan, oraz ocena uzyskanych wynikow nie budza watpliwosci. Bardzo wysoko
oceniam sposob przedyskutowania uzyskanych wvnikow na tle szeroko przytaczanego
pismiennictwa. Doktorantka jasno pokazuje w Dyskugji elementy nowatorskieso podejscia do
rozwigaywanego  problemu  naukowego jak rownies  wskazuje dalsze  kierunki  badan.

Przedstawione wnioski sa dobrze skonstruowane i oparte o uzyskane wyniki badan.
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Podsumowanie i wiioski koncowe
Przedstawiona do recenzji rozprawa stol na bardzo wysokim poziomie naukowym. Uzyskane
wyniki stanowia cenny wklad do dotychczasowe) wiedzy na temat mechantzmoéw laczacych
hiperglikemie, hiperinsulinemie z neurodegeneracyja. Doktorantka wykazata dobre opanowanie
warsztatu badawczego 1 duza sprawnos$¢ w prowadzeniu badan i interpretacji rzetelnie
udokumentowanych wynikéw, Zastosowane metody badawcze odpowiadaja standardom w tego
typu badaniach 1 nie budza zastrzezen

Stwierdzam, ze rozprawa spelnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim ckreslone w
art. 13 ust. | z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych 1 tytule naukowym oraz o stopniach
i tytule w zakresie sztuki (Dz U. Nr 65. poz. 595. z poznicjszynu zmianami), jak rowniez w §6
ust. 3 Rozporzgdzema Ministra Nauki 1 Szkolnictwa Wyzszego z dnia 19 stycznia 2018 roku (Dz.
U. z 2017 r. poz. 1789). W zwigzku z powyzszym mam zaszczyt przediezy¢ wniosek o
dopuszezenie Pani mgr Anny Rorbach-Dolaty de dalszych etapoéw przewodu dekiorskiegeo.
Jednoczednie wskazujac na wysokg wartos¢ merytoryezng uzyskanych wynikow o wysoka

aktywnosé publikacyjnag Doktorantki skladam wniosek o wyréinienie rozprawy

KIEROWNIK
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prof. dr hab. Agnieszka Piastowska-Cieslelska
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