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Wstepnie stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pani mgr Izabeli Czyzynskiej-Cichon pt.
»Ocena naczynio- i hepatoprotekcyjnych wiasciwosci naparu z kawy i 1,4-dimetylopirydyny
przy zastosowaniu diety niskoweglowodanowej wysokobiatkowej w badaniach in vivo™ zostala
przedstawiona w postaci druku zwartego, liczacego ogodtem 135 stron tekstu. W rozprawie
zamieszczono 48 rycin oraz 34 tabele ilustrujgce szczegétowo wyniki badan. Rozprawa posiada
klasyczny uktad pracy doktorskie;j.

Temat rozprawy jest aktualny — poswigcony waznym zagadnieniom dotyczacym
dysfunkcji $rédblonka, ktéra towarzyszy wielu chorobom m.in. cukrzycy, stluszczeniu
watroby, nowotworom czy chorobom uktadu krazenia. Wigkszos$¢ sposrod schorzen sercowo-
naczyniowych ma podloze miazdzycowe, ktorego pierwotna przyczyng jest dysfunkcja
sroddbtonka. Blaszka miazdzycowa rozwija si¢ gtownie w odpowiedzi na nieprawidtowy sposob
zywienia (przewaga tluszczow nasyconych oraz cukrow prostych w diecie). Rowniez
nadmierne spozycie  biatka, przy réwnoczesnie niskiej podazy weglowodanéw moze
prowadzi¢ do zaburzen lipidowych oraz intensyfikacji procesoOw aterogenezy.

W szeregu badan dotyczacych s$rédblonka wykazano, ze niektdre zwigzki
(dimetylopirydyny) powstajace w trakcie procesu palenia ziaren kawy moga posiadaé
wlasciwosci naczynioprotekcyjne. W tym aspekcie wybor tematu pracy przez Doktorantke

uwazam za trafny i bardzo wazny.




Tytul pracy

Tytul pracy nie budzi moich zastrzezen, chociaz proponowalabym zamiang spdjnika
"i" na "oraz", tj. ,,Ocena naczynio- i hepatoprotekcyjnych wlasciwosci naparu z kawy oraz
1,4-dimetylopirydyny przy zastosowaniu diety niskoweglowodanowej wysokobiatkowe;

w badaniach in vivo”.

Przeglad literatury

Doktorantka na 18 stronach tekstu omdwita przejrzyscie tto naukowe swej rozprawy.
Najpierw, w oparciu o aktualng i bogatg literature przedmiotu, przedstawita funkcjonowanie
srédblonka naczyniowego - wysoce wyspecjalizowanego narzadu wewnatrzwydzielniczego,
petniacego kluczowa role w utrzymaniu homeostazy naczyniowe;j.

W drugiej czesci przegladu, dotyczacej charakterystyki miazdzycy, Pani mgr Izabela
Czyzynska-Cichon opisata etapy rozwoju blaszki miazdzycowej, a nastepnie omdwita czynniki
ryzyka miazdzycy: modyfikowalne (hiperlipidemie, cukrzyce, nadcisnienie tetnicze, otylosé,
palenie papierosow, niewlasciwe nawyki zywieniowe i brak aktywnosci fizycznej) oraz
niemodyfikowalne (wiek, ple¢, predyspozycje genetyczne).

W kolejnej czgsci tego rozdzialu Doktorantka przedstawita niealkoholowa
sttuszczeniowa chorobg watroby, ktéra obejmuje rdzne stany przewlektej patologii narzadowe;j.

Nastepne czesci przegladu Pani mgr Izabela Czyzynska-Cichon poswigcita sktadnikom
odzywezym zywnosci w aspekcie wystepowania przewleklych chordb niezakaznych, jak
rowniez omowieniu diety niskoweglowodanowej wysokobiatkowej. W ostatnim podrozdziale
scharakteryzowata Ona kawe jako Zrodlo substancji bioaktywnych i podkreslita, ze kawa oraz
1.,4-dimetylopirydyna posiadaja potencjal naczynioprotekcyjny, ktory mogltby zostaé
wykorzystany w prewencji i terapii miazdzycy oraz niealkoholowego sttuszczenia watroby —
choréb o podtozu srédbtonkowym.

Rozdzial ten jest bogato poparty cytacjami literaturowymi, co Swiadczy o opanowaniu
wiedzy z tego zakresu i znajomosci problematyki przez Autorke. Zdaniem Recenzenta,
Doktorantka w "Przegladzie literatury" poruszyta bardzo wazne problemy bedace podstawg jej

hipotez badawczych. Uczynila to w sposob syntetyczny, zwiezty i klarowny.

Cel pracy
Celem pracy byta charakterystyka diety niskoweglowodanowej wysokobiatkowej w
aspekcie jej wptywu na metabolizm lipidowy, rozwdj zmian miazdzycowych oraz progresje

niealkoholowej stluszczeniowej choroby watroby w organizmie myszy (2 modele




doswiadczalne). Ponadto  Autorka  poddata  ocenie  potencjalne  wihasciwosci
naczynioprotekcyjne i hepatoprotekcyjne naparu z kawy naturalnej oraz 1,4-dimetylopirydyny.

Doktorantka wihasciwie sformutowala hipotezy badawcze i postawita zasadne pytania
badawcze. W tej czesci pracy Autorka przedstawita zakres pracy badawczej w postaci S

zaplanowanych zadan.

Material i metody

Zgodnie z zamystem niniejszej rozprawy, Doktorantka przeprowadzita 6 doswiadczen
zywieniowych z udzialem samic dwodch szczepéw myszy laboratoryjnych — CS57BL/6
(zwierzgta zdrowe) oraz apoE/LDLR'/ ‘(model miazdzycowy). W rozdziale tym zostal
omowiony uktad doswiadczen zywieniowych, sktad diet doswiadczalnych, pobranie materialu
biologicznego 1 jego przygotowanie do analiz, analizy biochemiczne, instrumentalne,
histologiczne oraz obliczenia statystyczne.

Sledzac sklad diet zauwazylam, ze w diecie eksperymentalnej zastosowano
modyfikacje diety standardowej AIN-93G, polegajaca na zwigkszeniu w niej poziomu biatka i
ttuszczu. Pojawia si¢ jednak pytanie, czy zmiana zrodta thuszczu (olej na masto) i jego ilosci (7
g vs. 20 g) nie byla dodatkowym czynnikiem, ktory mégt wptyngé na uzyskane rezultaty
badan?

W ocenie tego rozdzialu cheg podkresli¢ istotng - jesli nie najwazniejszg - jego zaletg,
ktoéra jest w mojej opinii wieloaspektowe podejscie do tematu, wymagajace od Doktorantki
opanowania r6znych metod badawczych, w tym skomplikowanych, stuzacych: ocenie zmian
miazdzycowych w poczatkowym odcinku aorty wstepujacej, ocenie histologicznej watroby,
analizie ekspresji genow metabolizmu lipidowego. Ogdlnie, dobér materialu badawczego i

zastosowane metody badawcze byty poprawne.

Wyniki

Doktorantka zawarla wyniki swych badan na 50 stronach w 27 tabelach i zilustrowala je
25 wykresami/rycinami. Ponadto umiescita 10 fotografii, niepotrzebnie nazywajgc je rowniez
rycinami, co wprowadzilo zbyteczne zamieszanie.

Rozdzial ten zostal podzielony na 6 podrozdziatow dotyczacych charakterystyki
zaburzen metabolizmu lipidowego, progresji miazdzycy oraz rozwoju niealkoholowej
sttuszczeniowej choroby watroby, a takze oceny wptywu naparu kawy i 1,4-dimetylopirydyny

na parametry tych zaburzen w organizmach dwoch uzytych szczepéw myszy zywionych dietg




niskoweglowodanowa wysokobiatkowa. W obszernej i wyczerpujacej charakterystyce
uzyskanych wynikéw Doktorantka jasno i przejrzyscie je udokumentowata.
W rozdziale tym mam kilka uwag:

e na str. 49 zostaly podane wartosci dotyczace zawartosci thuszczu w watrobach
zwierzat 7,9% oraz 1,74% poparte cytowaniem ryc.17, jednakze rycina 17 to
fotografia;

e w podrozdziale aktywnos$¢ enzymow watrobowych napisata Pani: ,,aktywno$¢
aminotransferazy asparaginianowej u myszy otrzymujacych diete AIN-93G
ksztattowala si¢ na poziomie 156,09 + 24,67 U/l, natomiast w grupie LCHP na
poziomie 90,01 + 15,90 U/I”. Dlaczego nie stwierdzono rdéznic statystycznie
istotnych przy tak duzym zréznicowaniu otrzymanych wynikow? Czy chodzi

tutaj o duza zmienno$¢ materialu biologicznego, czy raczej o mala liczebnos¢

grup?

Dyskusja

W rozdziale ,Dyskusja” zwrécono uwage na fakt, ze dieta niskoweglowodanowa
wysokobiatkowa prowadzi do zaburzen metabolizmu biatek i kwaséw ttuszczowych w organizmie.
W konsekwencji dochodzi do niekorzystnych zmian w profilu lipidowym oraz akumulacji ttuszczu w
hepatocytach. Zastosowanie ww. diety u myszy obu szczepéw jednoznacznie wskazuje na jej
aterogenny charakter, ktory sprzyja réwniez rozwojowi niealkoholowej stluszczeniowej choroby
watroby. Doktorantka stwierdzila, ze dodatek kawy do diety zwierzagt nie zmienial Kkorzystnie
poziomu badanych parametréw lipidowych w zastosowanym uktadzie doswiadczalnym, natomiast
przyczynial si¢ do nieznacznego ograniczenia rozmiaréw blaszki miazdzycowej i zmniejszenia
akumulacji ttuszczu w hepatocytach. Tymczasem 1,4-dimetylopirydyna wykazuje slaby charakter
naczynioprotekeyjny i przeciwmiazdzycowy. W kontekscie sttuszczenia watroby korzystne dziatanie
1,4-DMP jest wyrazne zardwno na poziomie morfologicznym, jak i biochemicznym.

Na podstawie wszystkich uzyskanych rezultatow mozna wnioskowaé, ze w badanych
modelach doswiadczalnych napar z kawy posiada nieznacznie wigkszy potencjat terapeutyczny w
kontekscie miazdzycy i dyslipidemii w poréwnaniu do 1,4-dimetylopirydyny. W aspekcie poprawy

parametrow stluszczenia watroby znacznie wigksza efektywnoscig charakteryzuje si¢ 1,4-DMP.

Nalezy podkresli¢, ze Doktorantka umiej¢tnie wyeksponowata swe gtowne spostrzezenia i
doglebnie przeanalizowata otrzymane wyniki. Nastepnie obszernie je przedyskutowata z rezultatami

uzyskanymi przez innych autordéw, co $wiadczy o jej wiedzy i umiejetnosci krytycznej interpretacii



zachodzacych przemian. Zdaniem Recenzenta warto podkreslic odwage Autorki w

przeciwstawianiu si¢ wynikom innych badaczy.

Podsumowanie i wnioski

W rozdziatach tych zaprezentowano obszerne podsumowanie w formie 12 stwierdzen,
ktore znajduja uzasadnienie w uzyskanych wynikach. Nastgpnie sformutowano 4 wnioski
ogoblne, w ktorych zwerytfikowano postawione hipotezy badawcze.

W  mojej opinii nie jest zasadne przedstawianie podsumowania w formie
wypunktowanych stwierdzen, a nastgpnie formulowanie ogoélnych wnioskéw (rowniez w
punktach). Wydaje si¢, ze wystarczyloby przedstawienie najwazniejszych rezultatow

syntetycznie, ale w jednym z ww. rozdziatow.

PiSmiennictwo
Odnotowuje wiasciwy dobor cytowanych pozycji. Wykaz literatury obejmuje 204
pozycje, przy czym wigkszo$¢ stanowia publikacje obcojezyczne. Na podkreslenie zastuguje
fakt, ze Doktorantka w zasadzie wykorzystata najnowsze pozycje literatury swiatowe;j.
Do nielicznych uchybien redakcyjnych zaliczytabym:
e czeste uzywanie stowa kontekst — proponowatabym aspekt,
e badania prowadzono na dwoch modelach zwierzecych” — z udziatem zwierzat,
e _w badanym kontekscie” zamiast w kontekscie prowadzonych badan,
e stosowanie okreslenia ,,znamienny wzrost” — istotny lub nie!
e cytowanie autorow Kostogrys i in., lub Kostogrys i wsp. — nalezy ujednolici¢,
e lipidogram — profil?

e osoczowy profil — to raczej skrot myslowy.

Podsumowujgc niniejsza recenzj¢ wyrazam poglad, ze pomimo nielicznych uchybien
redakcyjnych, merytoryczne kryteria oceny pracy pozwalajg w petni stwierdzi¢ bardzo dobre
przygotowanie Doktorantki do prowadzenia prac badawczych, poczawszy od znajomosci
przedmiotu oraz warsztatu badan, a skonczywszy na umiejetnosci formutowania logicznych
wnioskow w oparciu o uzyskane wyniki. Zwraca uwage bardzo wysoki poziom pracy i
wieloaspektowos¢ poruszanych zagadnien. Doktorantka wykorzystala dwa modele
doswiadczalne, w tym szczep apoE/LDLR” stanowiacy uznany model miazdzycowy.
Przeprowadzila szereg analiz, prezentujac szerokie i nowatorskie podejscie do realizacji

zalozonego celu pracy. Na podkreslenie zastuguje takze umiejetno$¢ zaprezentowania i



dyskusji uzyskanych rezultatow, $wiadczaca o duzej orientacji Doktorantki w poruszanej w

dysertacji tematyce.

Na tej podstawie, zwracam si¢ do Pani Dziekan i Rady Wydzialu Technologii
Zywnosci Uniwersytetu Rolniczego w Krakowie z wnioskiem o dopuszczenie Pani mgr
Izabeli Czyzynskiej-Cichon do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Ponadto

proponuje¢ wyroznienie pracy doktorskie;j.
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