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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Moniki Pichli

p.t.: "' Ocena potencjalnych substancji terapeutycznych na modelu komorkowym w
chorobach wieku podeszlego"

wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. Izabeli Sadowskiej-Bartosz.

Celem pracy doktorskiej mgr Moniki Pichli byto poznanie wlasciwosci wybranych
nanoczastek o potencjale antyoksydacyjnym, jako potencjalnie uzytecznych w terapii chorob
neurodegeneracyjnych, na modelu komérkowym choroby Parkinsona. Zagadnienie, nad
ktérym pracowata Doktorantka uwazam za niezmiernie wazne, a wyniki, przedstawione w
opublikowanych przez nig pracach eksperymentalnych za istotne i prowadzace do poszerzenia
naszej wiedzy na temat terapii ukierunkowanych na lagodzenie stresu oksydacyjnego i

nitracyjnego wystepujacego w chorobach neurodegeneracyjnych.

Formalny opis rozprawy

Recenzowana rozprawa doktorska sktada si¢ z 14 rozdzialow: (I) Informacji
wprowadzajacych, zawierajacych informacje o finansowaniu badan oraz wspdlpracy
naukowej w ramach wykonywania pracy doktorskiej, (I 1 III) streszczen w jezyku polskim 1
angielskim, (IV) wykazu skrotow uzywanych w autoreferacie, (V) wstepu, (VI) celu i1 zakresu
pracy, (VII) listy publikacji naukowych wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej, (VIII)
czesci opisujacych materialy i metody, (IX) wynikéw badan, (X) podsumowania, (XI)
literatury, (XII) dorobku naukowego doktorantki, (XIII) o$wiadczen wspodtautorow, oraz

(XIV) zataczonych publikacji obejmujacych wyniki omawiane w rozprawie doktorskie;j.



Na przedstawiong do recenzji prac¢ doktorska mgr Moniki Pichli pt. "Ocena
potencjalnych substancji terapeutycznych na modelu komérkowym w chorobach wieku
podesztego", sktadaja si¢ cztery tematycznie spojne artykuty opublikowane w latach 2020 i
2021. Nalezy podkresli¢, ze wszystkie te prace zostaly opublikowane w czasopismach z listy
JCR o wysokich wspotczynnikach wplywu i duzej liczbie punktéw MNiSW. Na cykl prac
sktadaja si¢ trzy prace do$wiadczalne opublikowane w czasopismach: Oxidative Medicine
and Cellular Longevity, Molecules oraz Analytical Biochemistry i jedna praca przegladowa
opublikowana w Oxidative Medicine and Cellular Longevity.

Na przedstawiony cykl prac, wchodzacych w sklad rozprawy doktorskiej, sktadaja si¢
nastgpujace publikacje:

1. Pichla M., Bartosz G., Sadowska-Barotsz 1., The anti-aggregative and anti-amyloidogenic
properties of nanoparticles: a promising tool for the treatment and diagnostics of
neurodegenerative diseases. Oxidative Medicine and Cellular Longevity, 2020, 3534570.

2. Pichla M., Putaski L., Kania KD., Stefaniuk I., Cienick B., Pienkowska N., Bartosz G., &
Sadowska-Bartosz 1. Nitroxide Radical-Containing Redox Nanoparticles Protect
Neuroblastoma SH-SYSY Cells against 6-Hydroxydopamine Toxicity. Oxidative Medicine
and Cellular Longevity, 2020, 9260748.

3. Pichla, M.; Bartosz, G.; Stefaniuk, I.; Sadowska-Bartosz, I. pH-Responsive Redox
Nanoparticles Protect SH-SYSY Cells at Lowered pH in a Cellular Model of Parkinson
Disease. Molecules 2021, 26, 543.

4. Pichla M, Bartosz G, Pienkowska N, Sadowska-Bartosz 1. Possible artefacts of antioxidant
assays performed in the presence of nitroxides and nitroxide-containing nanoparticles.
Analytical Biochemistry 2020; 597:113698.

Na podkreslenie zastuguje fakt, Zze we wszystkich publikacjach wchodzacych w sktad
rozprawy doktorskiej, mgr Monika Pichla jest pierwszym autorem.

Rolg recenzenta jest merytoryczna ocena wynikow uzyskanych przez Doktorantke, jak
1 sposobu ich prezentacji. Jest to latwiejsze w przypadku klasycznej formy rozprawy
doktorskiej. W tym jednak przypadku mam do czynienia z cyklem opublikowanych przez
doktorantke¢ publikacji, ktore zostaly juz ocenione przez redakcje czasopism oraz
mi¢dzynarodowej klasy specjalistow w tej dziedzinie wystepujacych w roli recenzentow,
dlatego tez w swojej ocenie skoncentruje si¢ na ocenie czg$ci opisowej autoreferatu. Sam fakt,
ze wszystkie prace wchodzace w sktad rozprawy doktorskiej mgr Moniki Pichli zostaty
opublikowane w anglojezycznych czasopismach z listy filadelfijskiej (dwoch prac w
Oxidative Medicine and Cellular Longevity IF = 5.076; Molecules 1F = 3.267 oraz Analytical
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Biochemistry 1F = 2.877) ktoérych sumaryczny Impact Factor w roku opublikowania jest
rowny 16.296, a liczba punktow MNiSW wynosi 370 wskazuje na ich wysoka wartos¢

naukowa.

Ocena udzialu mgr Moniki Pichli w powstanie wyzej wymienionych artkulow po
czesci mozliwa byla dzieki zalaczonym oswiadczeniom pozostatych wspotautoréw. Na ich
podstawie i po przeanalizowaniu udzialu mgr Moniki Pichli w wyzej wymienionych
publikacjach moge stwierdzi¢, ze odegrala ona kluczowa role w ich powstaniu. Chcialbym
jednakze nadmieni¢, ze w przypadku takiej formy rozprawy doktorskiej, recenzent
moze/powinien ocenia¢ i dyskutowac jedynie wyniki otrzymane przez doktoranta, a nie przez
pozostalych wspotautoréw. Z przedstawionych o$wiadczen, niestety, nie wynika, ktore
doktadnie wyniki/przedstawione ryciny w publikacjach byly otrzymane/wykonane przez
Doktorantke. W zwigzku z tym, bardzo bym chciat ustysze¢ od Doktorantki wigcej
szczegolow dotyczacych tej kwestii. Doktorantka, podczas obrony, powinna szczegdlowo
przedstawi¢ swoj udzialu w uzyskaniu wynikow wykorzystanych do przygotowania figur i
rycin zamieszczonych w publikacjach wchodzacych w sktad jej rozprawy doktorskie;.
Chcialbym podkresli¢, ze komentarz ten w zaden sposob nie umniejsza wagi osiggnigcia
naukowego mgr. Moniki Pichli, a jedynie ma na celu wyjasnienie kwestii, ktéra powinna by¢
na tyle jasno opisana, aby recenzenci mogli z pelnym przekonaniem stwierdzi¢, Ze oceniane
osiggnigcie naukowe w postaci cyklu publikacji jest w znaczacej mierze osiggnigciem

Doktorantki.

Wstgp zawarty w rozprawie doktorskiej zostal napisany rzeczowo i w bardzo
przemys$lany sposob. Dodatkowo, praca przegladowa wchodzaca w cykl prac
przedstawionych przez Doktorantke stanowi doskonate uzupekienie informacji dotyczacych
mechanizmoéw trzech najbardziej popularnych chordb neurodegeneracyjnych (choroby
Alzheimera, Parkinsona i stwardnienia zanikowego bocznego (ALS)), oraz ich wspolczesnej
terapii, wlaczajac takze zastosowanie nanoczastek w terapii choréb neurodegeneracyjnych.

W czgsei ,, Wyniki” mgr Monika Pichla zawarta syntetyczne przedstawienie wynikow
zaprezentowanych w publikacjach, wchodzacych w sktad jej rozprawy doktorskiej, ktore w
bardzo dobry sposob streszcza opublikowane przez doktorantke prace doswiadczalne. Forma
przedstawienia wynikow przez Doktorantke w formie bezosobowej, mam na mysli
stwierdzenia takie jak: ,,uzyskano”, ,,wykonano”, ,,obserwuje si¢” i np. ,,wykazano” nie
wskazuje bezposrednio na Doktorantke, dlatego powtdrze swoja prosbe o szczegdlowe

zestawienie udzialu mgr Moniki Pichli w wuzyskaniu wynikéw wykorzystanych do
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przygotowania figur i rycin zamieszczonych w publikacjach wchodzacych w skiad jej
rozprawy  doktorskiej.  Podsumowanie = zawiera  usystematyzowane  zestawienie
najwazniejszych wynikow/osiagni¢¢ wynikajacych z przeprowadzonych przez Doktorantke
badan. Mozna powiedzie¢, ze wyreczyla w ten sposob recenzenta, sama wymieniajac
najwazniejsze osiagni¢cia swojej pracy badawczej. Po wnikliwym zapoznaniu si¢ z
zatgczonymi pracami eksperymentalnymi w petni zgadzam si¢ z wnioskami przedstawionymi
przez Doktorantk¢ w podsumowaniu jej rozprawy doktorskiej. Mam jednak par¢ pytan do
przedyskutowania podczas obrony. W swoich badaniach Doktorantka wykorzystata komorki
linii SH-SYSY, ktore mi¢dzy innymi traktowata 6-hydroksydopaming. Doktorantka podaje,
ze toksyczno$¢ 6-OHDA przejawia si¢ gldwnie poprzez uszkodzenie mitochondriow. Jako
marker uszkodzenia mitochondriow, Doktorantka w swoich pracach, przyjeta depolaryzacje
wewngtrznej btony mitochondrialnej, obnizenie masy mitochondrialnej oraz spadek poziomu
ATP. Moje pytania s3a nastepujace:

1) Jaki moze by¢ mechanizm obnizenia masy mitochondrialnej widoczny po jedne;j
godzinie traktowania komoérek 6-OHDA?

2) Jaki procent ATP w komorkach linii SH-SYSY pochodzi z mitochondrialnego
tancucha oddechowego, a jaki ma pochodzenie glikolityczne.

3) Czy spadek wewnatrzkomérkowego poziomu ATP moze by¢ z cala pewnoscia
wigzany wylacznie z uszkodzeniem mitochondriow? Przedstawione dane po 24 godzinach
traktowania komorek wskazuja na spadek poziomu ATP o okoto 40%, a masa mitochondriow
spadta do 50%. Spadek poziomu ATP mozna by wiec tlumaczyé obnizeniem masy
mitochondrialnej. Co z pozostatymi mitochondriami? Czy sg funkcjonalne? Z drugiej strony,
traktowanie komorek 150 uM NRNP1 powoduje zwigkszenie si¢ masy mitochondrialnej do z
50% do 80% warto$ci wyjsciowej. Poziom ATP wzrasta o 20% - czyli tez do 80% wartosci
wyj$ciowej. Natomiast pomiar potencjalu na wewnetrznej btonie mitochondrialnej wskazuje,
ze mitochondria nadal s3 w znaczacej mierze rozprzezone. Co zatem odpowiada za wzrost
poziomu ATP?

4) Czy mozna mowi¢ o protekcyjnym dziataniu NRNP1? Mimo Ze podnosi on mas¢
mitochondrialng, to mitochondria nadal wydaja si¢ by¢ mato funkcjonalne, a poziom
reaktywnych form tlenu jest nawet wyzszy niz w przypadku traktowania sama 6-
hydroksydopaming?

5) Biorac pod uwage fakt, ze Doktorantka nie wybrala klasycznej formy rozprawy
doktorskiej 1 nie miata mozliwos$ci przedstawienia innych wynikow poza tymi, ktore znalazty
si¢ w zaprezentowanym cyklu prac chcialem zapyta¢, czy Doktorantka w jaki§ sposob

potwierdzita funkcjonalno$¢ mitochondriow w badanym przez siebie modelu
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doswiadczalnym? Chodzi mi o sposob bardziej bezposredni, np. poprzez pomiar zuzycia tlenu
przez komorki itp. Co w takim razie odpowiada za niezmieniong praktycznie ,,zywotnos¢”
komorek (viability) traktowanych jednocze$nie 6-hydroksydopaming i 150 uM NRNP1, kiedy
mitochondria nadal wydaja si¢ by¢ niefunkcjonalne (rozprz¢zone). Chetnie bym poznat opini¢
Doktorantki na ten temat.

6) Innym nurtujacym mnie zagadnieniem, jest roznica, jaka zauwazytem, pomig¢dzy
prezentowanymi przez Doktorantke wynikami dotyczacymi wplywu 100 uM NRNP1 na
komorki traktowane 6-hydroksydopaming. W wyniki opublikowane w Oxidative Medicine
and Cellular Longevity (Fig. 6) wskazuja, ze 100 pM NRNPI1 (bardzo podobnie do
omawianego przeze mnie powyzej wigkszego st¢zenia), takze wykazuje duza wiasciwosé
protekcyjng (,,zywotno$¢” (viability)) w przypadku traktowania komoérek linii SH-SYSY 6-
hydroksydopaming. Natomiast w wyniki przedstawione w pracy opublikowanej przez
Doktorantke w czasopi$mie Molecules (Fig. 3) wydaja si¢ wskazywac na brak wlasciwosci
protekcyjnych 100 uM NRNP1 zaréwno w pH 7.4 jak 1 6.5. Na czym polegaja roznice
pomiedzy modelem doswiadczalnym zaprezentowanym w tych dwoch pracach, ktore moga
powodowac, ze 100 uM NRNP1 w raz ma wlasciwosci ochronne, a innym razem ich nie ma.
Zdaje sobie sprawe, ze w przypadku drugiej pracy wykorzystano NRNP1PH wrazliwe na pH.
Jakie bylo pH podczas inkubacji z NRNP1 w pracy w Oxidative Medicine and Cellular
Longevity? Czy wptyw NRNPI1 na komoérki w obu tych pracach moze by¢ porownywany? W
jakim pH 100 uM NRNPI i 100 uM NRNP1P! bedzie miato podobny efekt na komorki linii
SH-SYS5Y traktowanych 6-hydroksydopaming? Tu bylbym takze wdzigczny Doktorantce za
wyjasnienia i1 dyskusj¢ w kontek$cie wykorzystania w tych pracach réznych stgzen 6-
hydroksydopaminy.

7) Ostatnim pytaniem jakie mam jest to, czy Doktorantka badata oksydacyjne
uszkodzenia biatek, lipidow czy DNA w kontek$cie stosowanych przez siebie substancji o
charakterze antyoksydantéw. Jezeli tak, to czy chronily one przed skutkami stresu
oksydacyjnego (uszkodzenia, bialek, lipidow 1 DNA) wywolywanymi przez ©6-
hydroksydopaming.

Badania przedstawione w pracy doktorskiej wykonano we wspotpracy z Katedra
Biofizyki Molekularnej Uniwersytetu todzkiego; Pracownig Regulacji Transkrypcyjnej
Instytutu  Biologii Medycznej PAN oraz z Centrum Dydaktyczno-Naukowym
Mikroelektroniki 1 Nanotechnologii Uniwersytetu Rzeszowskiego. Badania te byly
finansowane z Projekt Narodowego Centrum Nauki SONATA BIS ,,Antyoksydanty

nanoczasteczkowe: biologiczne podstawy potencjalnej terapii celowanej choréb



neurodegeneracyjnych.” numer grantu: NCN 2016/22/E/NZ7/00641, ktorego kierownikiem
byla promotor, prof. dr hab. Izabela Sadowska-Bartosz.

Musze takze nadmienié¢, ze mgr Monika Pichla w 2020 roku odbyta czteromiesi¢czny
staz w Department of Cellular and Molecular Medicine, Katholieke Universiteit Leuven w
ramach programu Erasmus+. Dodatkowo, czego nie moge pominaé w recenzji, jest fakt, ze
dorobek naukowy mgr Moniki Pichli nie ogranicza si¢ tylko do przedstawionych w rozprawie
doktorskiej prac, ale skladaja si¢ na niego takze cztery inne opublikowane prace, gdzie
Doktorantka nie jest juz autorem wiodacym, ale ich tematyka takze dotyczy stresu
oksydacyjnego. Tak wigc sumaryczna warto$¢ wspdtczynnika Impact Factor jej dorobku
publikacyjnego tacznie z publikacjami wchodzacymi w sktad jej rozprawy doktorskiej (wg
daty opublikowania) wynosi 34.148 (880 punktéw MNiSW). Doktorantka kilkukrotnie
prezentowata wyniki swoich badan w formie komunikatow zjazdowych (jest pierwszym
autorem doniesien zjazdowych), jednakze na podstawie tytutow tych doniesien wydaje sie, ze
zwigzane s3 one z poboczng aktywno$cig naukowa Doktorantki nie zwigzang z gléwnym
nurtem badan przedstawionych w rozprawie doktorskie;.

Podsumowujac, przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska przedstawia nowe
odkrycia badawcze. Uwazam, ze wnioski wyciagni¢te z przeprowadzonych badan zostaly
przez Autorke wilasciwie uzasadnione. Dodatkowo, wyniki otrzymane przez Doktorantke
zostaly opublikowane w czasopismach naukowych o migdzynarodowym zasiggu. Dlatego tez,
stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji praca doktorska mgr Moniki Pichli w petni
spelnia wymagania formalne stawiane rozprawom doktorskim na podstawie art. 14 ust. 2 pkt
2 - Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 2003, Nr 65, poz 595 z p6zn. zm.) i wnosz¢ do
Rady Naukowej Kolegium Nauk Przyrodniczych Uniwersytetu Rzeszowskiego o
dopuszczenie pani mgr Moniki Pichli do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
Jednoczes$nie biorac pod uwage wysokie walory merytoryczne przedstawionej mi do recenzji
rozprawy doktorskiej zglaszam wniosek do Rady Naukowej Kolegium Nauk Przyrodniczych

Uniwersytetu Rzeszowskiego o wyrdznienie rozprawy doktorskiej mgr Moniki Pichli.
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