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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Magdaleny Donejko

Rozprawa doktorska mgr Magdaleny Donejko dotyczy potencjalnie interesujgcego tematu
niekorzystnego wptywu etanolu (EtOH) na czynnos¢ fibroblastéw skoéry i mozliwosci redukcji tego
wptywu przez podaz kwasu hialuronowego (HA). Z racji rosnacej (ciggle) konsumpcji alkoholu i jej
konsekwencji w spoteczenstwie z jednej strony, a rosnacej czestosci zabiegdw polegajacych na
doskérnej iniekcji HA z drugiej, temat ten ma ugruntowanie merytoryczne, zwtaszcza przy stosunkowym
braku rzetelnych opracowan tematu w literaturze.

W rozbudowanym Wstepie autorka dostarcza szerokiej informacji na temat kolagenu i kwasu
hialuronowego, ich wtasciwosci fizykochemicznych, biosyntezy i degradacji. Autorka nie ustrzegta sie w
tekscie wstepu stosunkowo nielicznych, aczkolwiek istotnych btedéw.
| tak, na stronie 5 znajdujemy informacje, ze kolagen wptywa na ,,utrzymanie (...) elastycznosci i
wytrzymatosci wielu narzagdow” — o ile wytrzymato$¢ mechaniczna jest bezsprzeczng cechg kolagenu
(zwtaszcza typu |), to elastycznosé (sprezystosc) jego czasteczek jest wyjatkowo mata (inaczej np. Sciegna
nie mogtyby petni¢ swojej funkcji). Na str. 11 jako pierwsze zdanie podrozdziatu 2.3 pojawia sie
stwierdzenie ,W macierzy zewnatrzkomoérkowej zawarta jest potowa wszystkich biatek organizmu, z
czego gtdéwnym biatkiem skory jest kolagen.”. Zdanie to jest niepoprawne zaréwno merytorycznie jak i
stylistycznie, nie ma takze zadnego zwigzku z tematem podrozdziatu (,Degradacja kolagenu”). Kolejnym
btednym zdaniem jest ostatnie zdanie na str. 11: ,Kolejno ulegaja degradacji do drobnoczgsteczkowych
produktow w aparacie Golgiego, cytoplazmie komérki i cysternach szorstkiej siateczki
srodplazmatycznej.”, sugerujace niewtasciwg Sciezke degradacji biatek ulegajgcych endocytozie.
Drobnym, ale istotnym btedem jest (str. 12) podanie angielskiej nazwy naskérkowego czynnika wzrostu
jako endothelial growth factor zamiast epidermal g.f. Do$¢ kuriozalne jest zdanie na str. 15, w ktorym
autorka pisze: , Hialuronian tworzy na powierzchni komérki otoczke, ktéra decyduje o adhezji
komorkowej, migracji i ksztatcie komorek.” Takich stwierdzen nie ma w cytowanych w tym miejscu przez
autorke pracach zrédtowych! W rzeczywistosci komorki kontaktuja sie z hialuronianem przez obecne na
swej powierzchni czgsteczki receptora CD44 i sygnalizacja z tego receptora moze modyfikowac ich
migracje poprzez aktywnos¢ cytoszkieletu (a wiec ksztatt). Nie ma mowy o ,otoczce” z HA! Dalej (str.
15), nieprawdziwe jest stwierdzenie autorki, ze kwas hialuronowy wigze duze ilosci wody na drodze
osmozy. Faktycznie woda wnika do cytoplazmy dzieki procesom (quasi) osmotycznym, ale hydratacja HA
do nich nie nalezy... Dalej, to nie hialuronian (jak podaje autorka na str. 18) tylko jego receptor jest
markerem progresji pewnych nowotwordw (co wynika z cytowanej przez autorke pracy nr 74). W
kolejnym podrozdziale (4.1) dotyczacym receptora betal-integrynowego autorka niepoprawnie
stwierdza (str. 18) ze to fragment przezbtonowy integryn decyduje ,,0 uznaniu biatka jako receptorowe”.



O uznaniu biatka powierzchniowego komérki za receptorowe decyduje jego zdolnos¢ do wigzania
okreslonego ligandu, co zalezy sterycznie od domeny zewnatrzkomorkowej. Autorka zresztg poprawnie
pisze o tym procesie na str. 34. Kolejng zagadka jest dia mnie stwierdzenie autorki, iz ,Receptory
integrynowe przekazujg sygnaty do jadra komérkowego poprzez reakcje z biatkami macierzy
zewngatrzkomdrkowej...”; biatka macierzy sg ligandami wigzanymi przez integryny, natomiast
wytworzenie i przekazanie sygnatu bedacego konsekwencjg zwigzania receptora z ligandem dzieje sig
oczywiscie wewnatrz komorki i wymaga procesu transdukcji sygnatu. Dalej, na str. 25, w skadinad
poprawnie napisanym podrozdziale 5.3 dotyczgcym szlakéw sygnatowania receptora IGF-1R autorka
niepoprawnie pisze ,,... ktére pobudza zdysocjowane z nim (?!) biatko Sos.” Czy autorka rozumie pojecie
dysocjacji? Z kolei w rozdziale 6.1 dotyczacym opisu wiasciwosci prolidazy znajdujemy zdanie:
»Aktywnos$¢ enzymu obserwuje sie powszechnie w narzadach ludzi i zwierzat m.in. w fibroblastach.”
Fibroblasty to oczywiscie komorki, a nie narzady; czy autorka mogtaby wyjasni¢, jakie narzady miata na
mysli? Nastepnie, wymieniajgc (str.30) receptory posiadajace domene $mierci autorka podaje m.in. CD4
i CD5, co jest btedne. Opisujac na str. 31 wiasciwosci i dziatanie kaspaz, autorka pisze ze degradujg one
cytoszkielet, co prowadzi do uszkodzen btony komérkowej i odwodnienia komaérek, co nie jest
poprawne. | w koricu, w bardzo waznym podrozdziale 8.0 pracy dotyczgcym metabolicznych
konsekwencji zatrucia etanolem, autorka pisze w ostatnim akapicie na str 34 na poczatku: , Ekspozycja
fibroblastow serca na etanol skutkuje wzrostem proliferacji...” a w ostatnim zdaniu ,Natomiast etanol
nie oddziatuje na proliferacje i nie kieruje fibroblastow serca na droge apoptozy.” Czytelnik moze wiec
mie¢ watpliwosci jakie rzeczywiscie jest dziatanie etanolu na fibroblasty serca, a przeciez te obserwacje
majg {przy najmniej w rozumieniu recenzenta) tworzy¢ jakas naukowa podstawe dla prowadzonych
przez autorke badan, ktérych zdefiniowanym celem (str. 35) jest ,ocena mechanizmu zaburzen
metabolizmu kolagenu (...)w fibrobiastach skory ludzkiej poddanych dziataniu réznych stezen etanolu
(..

Podsumowujac, Wstep zawiera duzo informacji, jednak przed ewentualnym przygotowaniem go
do druku (np. jako pracy przegladowej) wymagatby sporo korekt redakcyjnych i kilka merytorycznych.
Mimo to zachecam autorke do jego przygotowania wiasnie w formie publikacji.

Cel pracy sformutowany jest w formie jednego dos¢ diugiego i szczegétowego zdania,
poprzedzonego dwoma krotkimi paragrafami wyjasniajgcymi pokrotce koncepcje i celowosé podjetych
badan. Czytelnik {(w tym recenzent) oczekiwatby raczej sformutowania celu pracy nie jako listy
planowanych badan, ale jako zagadnienia, ktorego wyjasnieniu te badania majg stuzy¢.

Metodyka pracy przedstawiona zostata dos¢ szczegotowo na kolejnych 9 stronach rozprawy.

W zatozeniu opis metod stosowanych w celu uzyskania przedstawionych w pozniejszej czesci pracy
wynikéw powinien by¢ na tyle szczegdtowy, aby umozliwi¢ zainteresowanym powtérzenie badan. Tu
takze niestety recenzowana rozprawa pozostawia wiele do zyczenia.

| tak, autorka pisze, ze do badan uzyta fibroblastow skéry ludzkiej zakupionych w ATCC, ale nie
podaje, czy byta to linia pierwotna, a wiec zblizona do komdérek naturalnie wystepujgcych w zdrowej
skorze, czy uniesmiertelniona (jesli tak, to w jaki sposdb?) — czyli majaca charakter nowotworowy. Takie
rozroznienie moze mie€ znaczenie dla interpretacji wynikéw i dlatego informacija o charakterze
badanych komérek jest niezbedna.

Dalej, autorka wymienia stezenia etanolu i innych odczynnikdw, z ktérymi inkubowata badane
komérki, ale nie podaje dlaczego wybrata te wiasnie stezenia (czy np. na podstawie wiasnych badan
pilotowych czy tez skorzystata z sugestii zawartych w literaturze {w takim przypadku powinna byé ona
zacytowana). Z kolei zastanawiajace jest, ze autorka nie wspomina w jaki sposdb komérki inkubowane 2
etanolem, wodoronadtlenkiem tert-butylu i/lub kwasem hialuronowym byly odczepiane od podtoia —



czy uzywata np. enzymu (trypsyny), czy tez metody mechanicznego ,zdrapania” warstwy komorek z dna
dotka (nie ,oczka”!) w plytce hodowlanej? Obydwie metody sg dopuszczalne, ale ta informacja réwniez
powinna znalez¢ sie w opisie metodyki. Dopiero na str. 44 w opisie metod znajdujemy informacijg, ze
komérki byty odczepiane od podtoza dziataniem trypsyny (ale tylko w odniesieniu do testu ich
przezywalnosci); Swiadczy to o sporym chaosie w opisie metodyki. Dalej, piszgc ze uzyskane komarki
poddawane byty dziataniu ultradZwiekéw w celu ich rozbicia i otrzymania lizatéw/homogenatéw (nie
»supernatantow” jak w tekscie; supernatant to nadsacz z zywych, odwirowanych komoérek, ktéry moze
zawieral wydzielone przez nie produkty) do dalszych badan, autorka nie wspomina jakiego aparatu do
sonikacji uzyta, jaka byta jego moc i producent.

W rozdziale 2.7, w ktdrym opisana jest stosowana technika Western blotting (nie ,, Western
Immunoblot”; okreslenie ,immunoblotting” jest synonimem Western blotting), autorka pisze ze
»kolejno nitroceluloze inkubowano (...} z I-rzedowymi przeciwciatami (...)” co sugeruje, ze inkubacjom z
kolejnymi przeciwciatami wykrywajgcymi rdzne biatka poddawano te samg membrane nitrocelulozows.
Nie jest to niemozliwe, ale powinno by¢ dokfadnie opisane w tekscie; ponadto w takim wypadku zwykle
stosuje si¢ eliminacje juz zwigzanego przeciwciata przeciw pierwszemu antygenowi w procesie
»Stripping”, zanim membrane podda sie detekcji kolejnego biatka i zwykle nie powtarza sie takich
operacji wiecej niz dwa razy z racji narastania sygnatu tfa. Dodatkowg watpliwos$¢ w tym fragmencie
budzi koncowa czesc opisu identyfikacji i detekcji badanych biatek; autorka wspomina o zastosowaniu
odczynnika ,,Amersham ECL” czyli techniki chemiluminescencyjnej, natomiast w nastepnym zdaniu pisze
0 ,intensywnosci wybarwionego biatka” {co samo w sobie jest sformutowaniem niepoprawnym) zamiast
o poziomie luminescencji. Brakuje takze elementéw kontroli — jak potwierdzona zostata réwnomierno$c¢
ilodci biatka lizatu/homogenatu naktadanego do kolejnych studzienek w zelu? Co byt produktem
referencyjnym (zwykle jest nim beta-aktyna)?

W nastepnym rozdziale 2.8 dotyczacym obrazowania morfologii badanych komdrek autorka
uzywa zaawansowanego instrumentarium (BD Pathway 855). Czytelnik nie moze jednak na podstawie
opisu zorientowac sie, jak przeprowadzono badanie (np. brak liczby komérek wprowadzonych do
dotkéw ,czarnych ptytek”) . Autorka podaje, ze badane komérki znakowano przeciwciatem anty-FAK i
odpowiednim przeciwciatem drugorzedowym sprzezonym z FITC, nastepnie wybarwiono jadra
komadrkowe znacznikiem DNA (Hoechst 33342), a w koricu obserwowano autofiuorescencje badanych
komaorek. Z tego opisu nie wiadomo, co tak naprawde autorka ogladata... chociaz opis wynikéw (ponizej)
jest poprawny.

W kolejnym rozdziale (2.9) autorka oceniata aktywnos$¢ replikacji DNA w badanych komérkach
metodg oceny wbudowywania radioaktywnej 3H-tymidyny do nowych nici DNA. Nie jest jasne, dlaczego
badania przeprowadzono ,,w atmosferze CO2” - czy byt to czysty dwutlenek wegla?! Jakim licznikiem
scyntylacyjnym postuzyta sie autorka w tych badaniach?

Bardzo wainym aspektem pracy jest ocena przeiywalnosci komérek traktowanych etanolem bez
i w obecnosci kwasu hialuronowego. W rozdziale 2.11 Metod autorka opisuje test przezywalnosci
badanych komérek z zastosowaniem instrumentu Nucleo-Counter NC-300™ i kompleksowego barwienia
Jjodkiem propidyny (Pl), oranzem akrydyny {AO) oraz barwnikiem VB-48. Jedynie ten ostatni wybarwia
grupy tiulowe; pozostate sg wyznacznikami zycia lub $mierci badanych komaorek. Dalej autorka pisze o
pobieraniu do barwienia ww odczynnikiem homogenatu fibroblastow (str. 44) —albo wiec autorka nie
rozumie pojecia ,homogenat”, albo tez blednie wykonata oznaczenie. Ostatecznie autorka mierzy ww
aparatem ,zawarto$c¢” fluorescencji... Wydaje sie wiec, ze autorka nie do konca poznata stosowang,
bardzo wazng w kontekscie celu pracy, metodyke.



Kolejnym waznym elementem stosowanej techniki badawczej jest test zymografii zelatyny,
pozwalajgcy na pétilosciowa ocene zawartej w homogenacie badanych komarek aktywnosci
zelatynolitycznej. Przedstawiony w rozprawie opis metody jest zasadniczo poprawny; nalezy jednak
zwrécié uwage, ze efektem enzymatycznego trawienia substratu (w tym wypadku zelatyny) w zelu jest
lokalne pojawienie sie prazka (w miejscu migracji enzymu(ow) zelatynolitycznego (ych}), ktory nie barwi
sie btekitem Coomassie (ulega odbarwieniu po ekspozycji na roztwdr metanolu ze stezonym kwasem
octowym). Opis miejsc aktywnosci enzymu jako ,wybarwionych prazkdw” nie jest wiec prawidiowy.
Czes¢ opisu metodyki z niezrozumiatego dla recenzenta powodu znalazta sie w rozdziale Wyniki. | tak na
stronie 46 znajdujemy opis metody, ktdrg autorka wykorzystata do oceny wptywu badanych substancji
na biosynteze kolagenu (metoda uwzgledniajgca uzycie radioaktywnej proliny}. Ten opis powinien
znaleZé sie w rozdziale 2.3 (str 38/39).

Opis wynikow jest chaotyczny i dos¢ trudny do zrozumienia, przynajmniej na poczatku. Np.
opisujac zahamowanie produkcji kolagenu przez etanol (a doktadnie wbudowywania radioaktywne]j
proliny) autorka podaje wyniki jako zahamowanie ,,0 58% (2.39% +/-SD)”. Taki zapis jest wysoce
niekonwencjonalny i utrudnia percepcje wynikéw! W legendzie ilustrujacej te wyniki ryc. 1 {str 47)
autorka podaje parametr znamiennosci statystycznej roznicy (p<0.05) jednak nie jest jasne, do ktérych
par wynikow sie on odnosi (cho¢ oczywiscie mozna to odgadngé na podstawie samego wykresu
stupkowego). Nalezy jednak podkreslic, ze przedstawione na te] rycinie wyniki przekonywajgco
potwierdzaja hipoteze o ochronnej wobec produkcji kolagenu roli kwasu hialuronowego. Podobne
zastrzezenia (brak oznaczenia par wynikéw pordéwnywanych w celu wykazania istnienia lub braku
statystycznej znamiennosci) dotyczg ryciny 2. Tu autorka wykazata, ze etanol jest toksyczny dla
fibroblastow, a dodanie kwasu hialuronowego zmniejsza cytotoksycznos¢ alkoholu. Powstaje wiec
pytanie, czy prezentowana na ryc. 1 redukcja syntezy kolagenu jest wynikiem smierci fibroblastéw pod
wpltywem EtOH, czy tez alkohol dziata na procesy biosyntetyczne ZANIM zabije komorki? Pewng
odpowiedzig na to pytanie moze by¢ wynik badan przedstawionych na ryc. 3, gdzie autorka wykazuje
istotny (?) hamujgcy wplyw EtOH na aktywno$¢ prolidazy i ochronny efekt HA. Podobnie na ryc. 12
(dlaczego dopiero tutaj?) autorka zilustrowata redukcje replikacji DNA w fibroblastach poddanych
dziataniu EtOH i ochrone tego procesu przez HA (w legendzie tej ryciny autorka nie ustrzegta sie btedu,
wspominajgc o pozywce zawierajgcej radioaktywna proline a nie o trytowanej tymidynie). Warto jednak
bytoby pokusi¢ sie o analize korelacji badanych parametrow.

Na ryc. 4 autorka pokazuje wynik badania poziomu ekspresji receptora betal integryny w
komorkach poddanych dziataniu EtOH bez i w obecnosci HA. Wyniki te sg dos¢ przekonywajgce {sam
EtOH hamuje ekspresje, w obecnosci HA ten efekt jest zniesiony); nalezy zwrdci¢ uwage , ze jakos¢
prezentowanego zdjecia blotu jest nieakceptowana (niepublikowalna); brakuje takze kontroli
jednolitego tadowania kolejnych Sciezek materiatem biatkowym. To samo zastrzezenie dotyczy wynikow
dotyczacych ekspresji IGF-1R zaprezentowanych na ryc 5 oraz ekspresji Akt {ryc. 9 — tu wystgpit btad w
numeracji ryciny, powinna byé ryc. 8) i Erk1/2 (wlasciwa i poprawnie oznaczona ryc.9). Te ostatnie
wyniki autorka stusznie interpretuje jako brak istotnego efektu EtOH na ekspresje biatka Akt i—
odpowiednio — wptyw EtOH na fosforylowana forme Erk, aie nie na forme natywna. Wreszcie ryc. 10
wykazuje stymulacje ekspresji NFkB w komdrkach eksponowanych na EtOH — to ciekawy wynik
wymagajacy przedyskutowania jego przyczyn. W legendach wszystkich tych ilustracji brakuje informaciji
o liczbie powtdrzen doswiadczen — czy sg to wyniki pojedynczych doswiadczen, czy tez wyniki
reprezentatywne (jesli tak, to dla ilu powtérzen)?

Wynik zymografii zelatynowej przedstawiony na ryc. 11 wyglada przekonywajaco (brak efektu
EtOH ani hialuronianu na aktywnos$é proteolityczng). Brak niestety kontroli negatywnej i pozytywnej



swoistosci badanej aktywnosci a takze jakiegokolwiek dowodu, ze zaocbserwowane i pokazane na rycinie
wytrawione prazki odpowiadajg aktywnoscig metaloproteinaz MMP2 i MMP9,

Bardzo efektowne sg wyniki analizy obrazowej migracji kinazy FAK pomiedzy cytoplazmg i
jadrem badanych kemadrek w kontekscie ich ekspozycji na EtOH i hialuronian (Ryc. 6 i 7). Jednoznacznie,
etanol hamuje migracje kinazy i efekt ten jest odwracany przez obecnos¢ HA. Drobne zastrzezenia
recenzenta dotyczg sposobu prezentacji tych wynikdw. Po pierwsze, fluorescencja barwnika Hoechst jest
w rzeczywistosci niebieska (nie zielona jak na zdjeciach), za$ fluorescencja FITC jest wiasnie zielona, a
nie czerwona jak na zdjeciach. Dobér koloréw (z natury arbitralny w takich badaniach, gdzie instrument
rejestruje tylko intensywnosc, a nie barwe fluorescencji) jest wiec niekonwencjonalny; mozna go jednak
wyttumaczy¢ checig uzyskania lepszego kontrastu barwnego. W przypadku uzycia tych wynikow w
publikacji bedzie to musiato byé dokfadnie wyjasnione. Wydaje sie takze, ze korzystniejsze dla percepcji
wynikéw byloby zestawienie obrazow komérek poddanych dziataniu samego EtOH oraz EtOH i
hiaturonianu {czyli np. paneiu A z ryc. 6 i 7, nastepnie panelu B z obydwu rycin itd). Czy autorka
zechciataby uzy¢ sugerowanej formy prezentacji podczas publicznej obrony?

Ostatni, aczkolwiek nie najmniej wazny w kontekscie sensu pracy jej aspekt to badanie proceséw
stresu i Smierci (w tym apoptozy) fibroblastéw skory poddanych dziataniu etanolu, tBHP | kwasu
hialuronowego, przedstawiony w rozdziale 12. Autorka wykazuje, ze ekspozycja fibroblastdw in vitro na
rosngce stezenia EtOH powoduje istotny wzrost odsetka komérek apoptotycznych (ulegajgcych
programowanej smierci) ,przy proporcjonalnym zmniejszeniu procenta komorek zywych” (str. 71) oraz,
ze kwas hialuronowy podobnie jak w innych testach ma istotne dziatanie protekcyjne. Niestety tu
réwniez zauwazytem znaczne btedy metodyczne. | tak, wybarwienie komérek jodkiem propidyny
{sktadnik Pl zestawu stosowanego przez autorke rozprawy) dotyczy komérek o uszkodzonej btonie, a
wiec nekrotycznych, a nie apoptotycznych; interpretacja odsetka tak zabarwionych komérek jako
apoptotycznych jest niepoprawna. Nastepnie, autorka pisze o redukcji odsetka komdérek zywych, jednak
na podstawie ryc. 13 odsetek ten mozna wywnioskowac tylko posrednio, jako dotyczacy komodrek
niezabarwionych PI. Jest to o tyle dziwne, ze stosowany zestaw barwigcy (VB48-PI-AQ) zawiera orani
akrydyny (AQ) — barwnik, ktéry przez swojg zielong fluorescencje pozwala na jednoznaczne odrdznienie
zywych komérek (od czerwono fluoryzujacych komérek martwych wybarwionych Pl), zwtaszcza jesli
wiasciwie zinterpretowano wyniki otrzymane aparatem NucleoCounter. Wreszcie, barwnik VB-48
znakuje grupy tiolowe, ktérych ilos¢ maleje w komdrkach ulegajacych stresowi metabolicznemu.
Autorka zupetnie nie odniosta sie w pracy do tego wyniku, a juz pobiezna analiza ryc. 13 wskazuje, ze
zarowno w obecnosci samego etanolu lub tBHP, jak tez gdy w hodowlach jest dodatkowo obecny kwas
hialuronowy, dochodzi do wyraznych zmian zawartosci tioli w badanych fibroblastach. Bardzo prosze,
aby autorka wtaczyta ten aspekt analizy do swojej prezentacji podczas publicznej obrony. ,Technicznym”
problemem jest znacznie mniejsza liczba zanalizowanych komérek w préobkach inkubowanych z
etanolem w réznych s tezeniach ni z w prébkach kontrolnych lub traktowanych HA. Czy to znaczy, ze
doszto do dezintegracji znacznej czesci komdrek w obecnosci etanolu bez ,ochrony” kwasu
hialuronowego?

O indukcji procesoéw apoptotycznych w fibroblastach poddanych dziataniu EtOH (i o
przeciwstawnym, ochronnym dziataniu HA) mogg $wiadczy¢ wyniki oceny aktywacji kaspazy-9
przedstawione w rozdziale 13 i na ryc. 14. Zgodnie z opisem metodyki, autorka uzyta tu testu WB
stosujgc przeciwciato skierowane przeciwko aktywnej formie kaspazy-9 (pojawiajgcej sie w komdrkach
rozpoczynajacych proces apoptozy). Podkreslenia tego faktu brakuje (z niezrozumiatego dla recenzenta
powodu) zaréwno w opisie tekstowym jak i w legendzie ryc. 14, a jest on kluczowy; wyniki nie wskazujg



na wzrost ekspresji (a w zasadzie ilosci) catkowitej kaspazy-9 w komoérkach traktowanych EtOH, a na jej
AKTYWACIJE narastajgcg w obecnosci rosngcych stezen etanolu.

W dos¢ krotkiej (jak na te ilos¢ uzyskanych wynikéw) Dyskusji autorka zasadniczo poprawnie
odnosi swoje wyniki do istniejgcej juz wiedzy. Recenzent bytby zainteresowany odpowiedzig na pare
nasuwajgcych sie pytan, ktorej to odpowiedzi w dyskusji zabrakto. | tak: jakie minimalne stezenie
etanolu dawato mierzalne efekty w fibroblastach in vitro? Czy uzyte stezenie etanolu (25 mM i wigksze)
mogg wystgpi¢ w organizmie osoby naduzywajacej (lub tylko uzywajgcej) napojow alkoholowych
(potwierdzenie tego faktu, a wiec w konsekwencji niekorzystnego dziatania konsumowanego EtOH na
fibroblasty in vivo bytoby dodatkowym argumentem dla kampanii antyalkoholowej)? | wreszcie — o czym
$wiadczy podobieristwo wynikéw uzyskanych dla fibroblastéw narazonych na dziatanie etanolu i tBHP?
Ciekawa bytaby tez préba spekulacji odno$nie mechanizmu ochronnego dziatania kwasu
hialuronowego...

Podsumowujgac, rozprawa doktorska mgr Magdaleny Donejko jest merytorycznie ciekawa i
zawiera oryginalne elementy, z pewnoscig warte publikacji. Praca niestety bardzo traci na
niestarannym opisie uzytych technik badawczych i uzyskanych wynikow, co moze by¢ konsekwencjg
niewielkiego doswiadczenia publikacyjnego zaréwno doktorantki, jak i jej opiekunéw. Pomimo to
uwazam przedstawiong do oceny rozprawe doktorska mgr Magdaleny Donejko za spetniajgca wymogi
obowigzujacej ustawy o stopniach i tytule naukowym i wnosze do Wysokiej Rady Wydziatu
Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku o dopuszczenie doktorantki do dalszych
etapow przewodu doktorskiego.

KIEROWNIK _
i Zaktadu Fizjop@tologi

#
atel %1 ‘



