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rozprawy doktorskiej mgr Mauro Galli
zatytutowanej:

Impact of the expression modulation of Aquaporin 9 on proteomic
profile and oxidative stress homeostasis in HepG2 model of hepatic lipid

overload

UWAGI WSTEPNE

Przedstawiona praca doktorska pt. ,Impact Of the expression modulation of
Aquaporin 9 on proteomic profile and oxidative stress homeostasis in HepG2
model of hepatic lipid overload” zostata przygotowana przez mgr Mauro Galli
pod opiekg naukowg dr. hab. Piotra Zabielskiejgo z Zaktadu Biologii Medycznej,

Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku.

W chwili obecnej otyto$¢ stanowi globalny problem dla zdrowia publicznego.
Obserwuje sie zwigkszajgca zapadalnos¢ w wiekszosci spoteczenstw Swiata
zachodniego oraz w krajach rozwijajgcych sie. Jezeli taki trend sie utrzyma,
to do 2025 r. otytos¢ bedzie wystepowac u 18% mezczyzn i 21% kobiet. Liczne
badania udowodnity, Zze otytos¢ (w zaleznosci od stopnia nasilenia, czasu
trwania, rozmieszczenia tkanki ttuszczowej) moze przyczynia¢ sie do rozwoju
lub nasila¢ przebieg réznych schorzen, w tym cukrzycy typu 2., nadcisnienia
tetniczego, zaburzen gospodarki lipidowej, schorzen sercowo-naczyniowych,
NAFLD, zaburzen w uktadzie rozrodczym, zaburzen w ukfadzie oddechowym,
zaburzen psychicznych, a nawet moze zwiekszaé ryzyko rozwoju niektérych

nowotworow.

Liczne prace naukowe pozwalajg nam zrozumiec istotng role tkanki ttuszczowej
w modyfikowaniu proceséw patofizjologicznych otytosci i schorzen
wspdtistniejagcych. Dowody naukowe wskazujg, ze tkanka tluszczowa
(szczegdlnie trzewna) nie jest tylko magazynem energii, jest takze istotnym
narzadem wewnatrzwydzielniczym, ktéry wydziela wiele aktywnych

biologicznie substancji zwanych adipocytokinami. Duze stezenie adipocytokin
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prowadzi do przewlektego stanu zapalnego o niewielkim natezeniu z nasilonymi reakcjami stresu
oksydacyjnego. Wszystkie te elementy prowadzg do rozwoju powiktan zwigzanych z otytoscia.

Rolg akwaporyn w metabolizmie gliceroli polega przede wszystkim na utatwianiu
uwalnianiu gliceroli z tkanki ttuszczowej. Dlatego tez te kanaty przezbtonowe odgrywajg istotng
role w zachowaniu homeostazy w gospodarce lipidowej. Przypuszcza sig, ze ich dysfunkcja moze
by¢ zwigzana z kilkoma zaburzeniami metabolicznymi, takimi jak insulinoopornosc, cukrzyca,
otytos¢. Praca doktorska mgr. Galli poswiecona jest stworzeniu nowego algorytmu zwigzanego
z proteomikg w celu analizy komérek HepG2 i hepatocytow w aspekcie przetadowania lipidami
i insulinoopornosci. W swojej pracy Doktorant porusza kilka aspektow wptywu Akwaporyny 9
(AQP9) w modulowaniu proteomu komoérek HepG2, a takze wptywu ekspresji AQP9
na homeostaze oksydacyjng w modelu przetadowania lipidami komérek HepG2.

OCENA FORMALNA

Praca doktorska ma postaé 272-stronicowej monografii, witgczajgc
w to streszczenie w jezyku polskim i angielskim, bibliografie i zataczniki. Praca zostata
podzielona na 12 rozdziatéw i ma typowy uktad dla oryginalnych prac badawczych z wyraznym
podziatem na wstep, metodyke i materiat badawczy, cele, wyniki, dyskusje oraz wnioski. Praca
zawiera cztery tabele oraz 32 rycin. Doktorant zebrata petne, wartosciowe i aktualne
piSmiennictwo — 132 pozycji. Wszystkie pozycje pismiennictwa cytowane przez Doktoranta
zostaty opublikowane w czasopismach anglojezycznych o wysokim wskazniku oddziatywania.
O znaczeniu i aktualno$ci tematu podjetego przez Doktoranta wskazuje fakt, ze wiele pozycji
piSmiennictw pochodzi z ostatnich pieciu lat.

WSTEP

Zawiera 14 stron, na ktérych Doktorant w pierwszej kolejnosci opisuje
zagadnienia zwigzane z otyto$cig, stresem oksydacyjnym, kanatami przezbtonowymi (w tym
opisuje szczegoétowo role akwaporyn oraz i zwigzek z rozwojem insulinoopornosci i cukrzycy).
Ostatnia cze$¢ wstepu poswiecona jest znaczeniu badan z zakresu proteomiki w analizie
plejotropowych efektéw modulacji akwaporyn. Wstep ze wszystkimi podrozdziatami wskazuje
na dobre przygotowanie merytoryczne Doktoranta, zorientowanie w przedmiocie tematu
oraz umiejetnosc¢ krytycznej analizy wynikéw literaturowych, co prowadzi w logiczny sposob

do przedtozenia zatozen i celdow badania.
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ZAYOZENIE | CELE PRACY

Cele pracy zostaty przedstawione zwigZzle i skupiajg sie na dwéch aspektach:

1. The development of novel proteomic approach to the analysis of HepG2 cells and liver

samples in the aspect of lipid overload and insulin resistance.

2. The elucidation of the impact of Aquaporin 9 (AQP9) modulation on cellular proteome

HepG2-based model of lipid overload

3. The understanding the influence of AQP9 expression levels on oxidative stress
homeostasis in the HepG2-based models of lipid overload.

Uwazam, ze cele pracy sg bardzo ambitne. Badania Doktoranta stanowig doskonaty poczatek
bardzo ciekawego projektu, ktéry moze byé cennym uzupetnieniem specjalistycznej wiedzy,

ale rowniez moze miec przetozenie na zastosowanie kliniczne w codziennej praktyce.
MATEIAL | METODY

Badanie zostato przeprowadzone na linii komérkowej HepG2. Proébki
hepatocytow pozyskano od otytych pacjentow bez cukrzycy, z insulinoopornoscig
lub z cukrzycag poddanych zabiegowi rekawowej resekcji zotgdka. Doktorant uzyskat zgode
Lokalnej Komisji Etycznej w Biatymstoku (No. R-1-002/609/2018 and No. APK.002.107.2021).

Doktorant szczegdtowo opisuje metody i techniki badawcze, ktére zostaty zastosowane w celu
realizacji zatozen badania (reagents and treatments, FFAsS-BSA conjugation protocol, SCD-
assisted lysis method, MCX zip-tipping for peptides desalting/cleaning, MS acquisition, Data-
dependent analysis (DDA), Data-independent analysis (DIA), ion chromatogram libraries,
bioinformatics analysis, lipid droplets staining with Oil red O, lipid droplets staining with Bodipy
493/503, apoptosis assay, microscope short time-lapse experiments, microscope long time-

lapse experiments, and digitonin treatment).

Analize statystyczng wykonano w oparciu analize wariancji (one-way ANOVA
z testami post hoc). Analize proteomiki wykonano z uzyciem in Biognosys Spectronaut, a analize

szlakow z uzyciem oprogramowania Ingenuity Pathway Analysis.
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WYNIKI

Wyniki pracy badawczej sg przedstawione w sposob zwiezly, gtéwnie
w postaci tabel i rycin. Doktorant unika powtarzania wynikow w tekscie i w tabelach/rycinach,
CO sprawia, ze rozdziat ten jest bardzo przejrzysty dla czytelnika. Rozdziat ten podzielony jest
na 15 czesci korespondujgcych z zastosowanymi technikami badawczymi, co dodatkowo

utatwia czytelnikowi zrozumienie przedstawionych danych.

DYSKUSJA

Dyskusja zawarta jest na 21 stronach i w rozdziale tym Doktorant omawia
i dyskutuje uzyskane wyniki badan. Doktorant podkresla role badan z zakresu proteomiki
w zrozumieniu molekularnych aspektéw modulowania akwaporyn w modelu przetadowania
lipidami hepatocytow. Co wazniejsze, Doktorant podkresla takze koniecznos$¢ poprawy
aktualnej metodyki i technik badawczych, tak aby mogty one by¢ zastosowane na szeroka

skale w praktyce klinicznej.

Otrzymane wyniki zostaty sprawnie przedyskutowane z dostepnymi danymi
Z najnowszych pozycji pismiennictwa Swiatowego =z zakresu proteomiki zaburzen
metabolicznych, co potwierdza dobre przygotowanie doktorantki do prowadzenia badan

naukowych. Doktorant zaproponowat

Rozdziat ten oceniam bardzo wysoko. Praca doktorska, a w szczegdlnosci
dyskusja, wskazujg na dobre zdolnosci syntetyczne i analityczne Doktoranta. Dyskusja jest
polemiczna, na wysokim poziomie merytorycznym, co stanowi uzasadnienie pozniej

postawionych wnioskow badania.

WNIOSKI

Whnioski sg sformutowane zwiezle i catkowicie wynikajg z analiz
przeprowadzonych w pracy badawczej, a takze w catosci odpowiadajg na postawione
na wstepie cele badania. Potwierdzajg one nie tylko znaczenie badawcze uzyskanych
wynikow, ale takze mozliwos¢ praktycznego =zastosowania uzyskanych wynikow

w przygotowywaniu badan klinicznych (wykazanie, ze suplementacja wielonienasyconymi
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kwasami tluszczowymi omega-3 moze zapobiegaé rozwojowi insulinooporno$ci wynikajgce;j

ze spozywania diety bogatottuszczowej).

UWAGI | KOMENTARZE

Z obowigzku recenzenta musze przedstawi¢ kilka uwag, ktére jednak maja
charakter techniczny i edytorski, i nie majg wptywu na wysokg ocene merytoryczng dysertacji.

1. W rozdziale Materiat i metody nie ma opisu populacji badanej (pacjenci poddawani
rekawowej resekcji zotgdka). Prosze podac liczbe wtaczonych pacjentow do badania
w kazdej grupie. W legendzie wielu rycin Doktorant uzywa sformutowania N=3 — czy
to oznacza, ze w kazdej z grup (ND, IGT, T2D) byto po trzech pacjentéw, czy moze
w kazdej z grup byt tylko jeden pacjent?

2. W rozdziale materiat i metody Doktorant podaje, ze pacjentéw hepatocyty pochodzity
od pacjentoéw bez cukrzycy, pacjentéw z insulinoopornoécig i pacjentéw z cukrzyca.
Tymczasem na kilku rycinach (9, 10, 11, 12, 13) Doktorant podzielit grupy na ND, IGT,
T2D. Czy wiec Doktorant uzywajgc terminu insulinooporno$¢ miat na mysli
nieprawidtowg tolerancje glukozy?

3. Na ryc. 10-13 Doktorant podaje tylko wyniki testow post hoc. Prosze uzupetni¢ dane
statystyczne o wynik analizy wariancji (ANOVA). Ponadto prosze uzupetni¢ informacje
z jakich testéw post hoc korzystano. Biorgc pod uwage bardzo matg liczebnosé
populacji badanej wydaje sie, ze nalezatoby skorzysta¢ z nieparametrycznego testu
ANOVA Kruskal-Wallis.

4. Niektére czesci rozdziatu Dyskusja nie zawierajg cytowan zrodet naukowych (str. 74-
76, 78, 82, 86-89, 91-94). Podczas przygotowywania manuskryptu do druku prosze
dodac brakujgce pozycje piSmiennictwa.

5. Zaroéwno streszczenie w jezyku polski jak i angielskim nie sg ustrukturyzowane. Nie
majg one podziatu na Wstep, Materiat i metody, Wyniki i Wnioski.

UWAGI KONCOWE

Stwierdzam, ze oceniana rozprawa doktorska mgr. Mauro Galli pt.: ,Impact
of the expression modulation of Aquaporin 9 on proteomic profile and oxidative stress
homeostasis in HepG2 model of hepatic lipid overload” spetnia wymagania
wyszczegolnione w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym

i nauce (Dz. U. z 2021 r., poz. 478) i moze byc¢ skierowana do publicznej obrony.
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Podsumowujgc, uwazam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska
mgr. Mauro Galli jest pracg warto$ciowg pod wzgledem naukowym, dobrze przygotowang
warsztatowo i wnosi elementy poznawcze w zakresie patomechanizmow zaburzen lipidowych
i insulinoopornosci zwigzanych z dietg. Dlatego tez wnosze do Wysokiego Senatu
Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku o dopuszczenie mgr. Mauro Galli do dalszych

etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie, zwazywszy na nowatorskie elementy poznawcze zawarte
w recenzowanej dysertacji, zastosowanie ztozonych technik badawczych, a takze potencjalne
znaczenie praktyczne uzyskanych wynikdw zgtaszam wniosek o0 wyrdznienie pracy

doktorskiej.

Bytom, 31 maja 2022 .




