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Recenzja rozprawy doktorskiej pt.: ,,Perspektywy farmakologicznego
dzialania kwasu liponowego w aspekcie nowych mozliwosci jego biologicznej
aktywnos$ci” autorstwa Anny Bilskiej-Wilkosz

Kwas liponowy (LA; kwas 6 8-ditiooktanowy) jest nasyconym kwasem tluszczowym, w
ktorego strukturze wystepuje pierscien ditiolowy zbudowany z 3 atomow wegla i 2 atomow siarki
oraz krotki fancuch alifatyczny. Pierscien ditiolowy moze ulegac redukgji, co prowadzi do
powstania kwasu dihydroliponowego (DHLA). W komokach kwas liponowy wystepuje zarowno w
formie utlenionej jak i zredukowanej. Zarowno kwas liponowy jak 1 kwas dihydoliponowy
wystepuia w postaci dwoch enancjomerdw, R i S, ktore roznig sie wiasciwosciami biologicznymi.
Obecnos¢ w budowie tancucha alifatycznego oraz grupy karboksylowej sprawia, ze kwas liponowy
i dihydroliponowy dobrze rozpuszczaja si¢ w rozpuszczalnikach organicznych jak i1 w wodzie. To
powoduje, ze dzialajg one poziomie blon komokowych oraz w samych komokach.

Wykazano, ze kwas liponowy jest kofaktorem wielu dehydrogenaz mitochondrialnych, w tym
kompleksu dehydrogenaz a- ketokwasow: dehydrogenazy pirogranianowej, dehydrogenazy 2-
oksoglutaranowej, dehydrogenazy a-ketokwasow o rozgatezionych tancuchach oraz w kompleksie
rozczepiajgcym glicyne.

Poczgtkowo zwiagzek ten ze wzgledu na swojg budowe i funkcje uwazano za witamine,
pozniej jednak wykazano, ze moze on by¢ syntetyzowany przez rosliny i zwierzeta de novo
Drugim zrodiem kwasu liponowego jest pokarm, najwigcej tego zwiazku zawieraja warzywa, takie
jak brokuty, szpinak, a takze podroby: nerki, watroba, pluca. Prekursorem kwasu liponowego jest
kaprylan, a atomy siarki pochodzg z cysteiny.

Przyswajalnosc kwasu fiponowego u ludzi wynosi 20-40% z tym, ze enancjoner R jest tatwie)
przyswajalny niz enancjoner S.

Kwas liponowy i dihydroliponowy mogg wchodzi¢ w reakcje z niektorymi wolnymi rodnikami 1
niereaktywnymi formami tlenu unieszkodliwiajac je. Kwas liponowy ma zdolnos¢ chelatowania
jonow metali (zelaza, miedzi, kobaltu, cynku), regenerowanie przeciwutleniaczy

wewnatrzkomorkowych takich jak: glutation, witamina C, czy witamina E, co przyczynia si¢ do



ograniczenia stresu oksydacyjnego. Kwas liponowy jest stosowany w terapii cukrzycy, stwardnienia
rozsianego, astmy, chorob autoimmunologicznych, zapobiega uszkodzeniom wywotanym
niedokrwieniem. Wplywa korzystnie w terapii nadcisnienia i przeciwdziala toksycznosci metali
ciezkich.

Mimo licznych badan doswiadczalnych 1 klinicznych rola kwasu liponowego nie jest catkowicie
wyjasniona, zwlaszcza malo badan dotyczy udziatu kwasu liponowego w powstawaniu

reaktywnych form siarki.

Przedstawiona mi do oceny praca jest badzo dobrym opracowaniem, liczagcym 87 stron,
zawierajacym [0 rycin i | tabele. W pracy Doktorantka powotuje sie na 93 pozycje literaturowe,
ktorych dobor nie budzi zastrzezen. Z posrod cytowanych pozycji 34 pochodzi z ostatnich 10 lat, co
wskazuje na aktualnos¢ prowadzonych badan. Wiekszosc prac zostala opublikowana w
migdzynarodowych recenzjowanych czasopismach.

Zasadniczg czesc rozprawy uzupelnia streszczenie w jezyku polskim i angielskim. Streszczenie
obejmuje 3 strony 1 jest napisane syntetycznie z podaniem najwazniejszych informacji

Praca doktorska Anny Biskiej- Wilkosz oparta jest na cyklu 3 prac z lat 2015 - 2017, w
ktorych Doktorantka jest pierwszym autorem.

I. Bilska-Wilkosz A, Gorny M, Dudek M, Nowinski L, Bednarski M, Iciek M, Kowalczyk-
Pachel D, Sokolowska-Jezewicz M, Filipek B, Wiodek L. Inactivation of aldehyde
dehydrogenase by nitroglicerin in the presence and absence of lipoic acid and dihydrolipoic
acid. Implications for the problem of differential effects of lipoic acid in vitro and in vivo.
Acta Poloniae Pharmaceutica-Drug Research 2016, 73 (6), 1531-1538.

2. Bilska-Wilkosz A, Dudek M, Knutelska J, Wiodek L.: The effect of lipoic acid
administration on the urinary excretion of thiocyanate in rats exposed to potassium cyanide.
Acta Poloniae Pharmaceutica-Drug Research 2015, 72(1), 49-52.

3. Bilska-Wilkosz A, Iciek M, Kowalczyk-Pachel D, Gorny M, Sokotowska-Jezewicz M,
Wiodek L.: Lipoic acid as a possible pharmaceutical source of hydrogen sulfide/sulfane
sulfur. Molecules 2017, 22(3), 388 doi 10.3390/molecules22030388.

Sumaryczny IF z tych 3 prac = 4,483, pukty MniSW=60.

Plan pracy badawczej jest dobrze zaprojektowany i konsekwentnie wykonany. Metody
zastosowane w pracy, oznaczanie aktywnosci dehydrogenazy aldehydowej w homogenatach
watroby szczura, oznaczanie bialka, oznaczenie poziomu rodanku w moczu szczuréw, oznaczenie
poziomu siarki sulfanowej 1 oznaczenie poziomu siarkowodoru wydaja sie by¢ wlasciwe do
rozwigzania problemu bgdacego przedmiotem rozprawy doktorskiej. Opis stosowanych metod jest

jasny i dokladny, stwarzajacych mozliwos¢ powtorzenia opisywanych doswiadczen. Dobor metod



statystycznych jest prawidlowy, a poziom istotnosci ustalono dla wartosci < 0.5

Prace rozpoczyna krotki wsfep, ktory stanowi znakomite wprowadzenie do tematyki badawczej
rozprawy. W tym rozdziale Doktorantka przedstawiajac endogenny profil biochemiczny opisuje
strukture kwasu liponowego, jego udziat jako koenzymu koniecznego dla aktywnosci dehydrogenaz
a-ketokwasow oraz kompleksu rozktadajgcego glicyne. Szczeglowo przedstawia reakcje, w
ktorych uklad kwas liponowy/kwas dihydroliponowy bierze udzial, w celu zapewnienia
metabolizmu energetycznego komadrki. W profilu biochemicznym egzogennym przedstawia
wystepowanie tego zwigzku w produktach zywnosciowych, suplementach diety, czy prearatach
kosmetycznych. Kwas liponowy jako lek jest stosowany w neuropatii cukrzycowej, zatruciach
grzybami. Zwraca tez uwage na korzystne dziatanie kwasu liponowego w niedokrwieniu i
reperfuzji, czy w zespole nabytego uposledzenia odpornosci (AIDS). Najwiecej badan koncentruje
si¢ na wiasciwoséciach antyoksydacyjnych kwasu liponowego. Jednak nie ma dotychczas
jednoznacznych badan, ktore przedstawiaja udzial LA w przemianach zwigzkow z siarkg sulfanowa

1 siarkowodoru

(‘ele pracy sa sformufowane prawidlowo. Doktorantka zalozyla w nich poszerzenie wiedzy na
temat aktywnosci kwasu liponowego pochodzacego ze zrodel egzogennych, zbadanie wptywu
triazotanu glicerolu (nitrogliceryny) i kwasu liponowego na aktywnos$c¢ dehydrogenazy aldehydowe;j
w warunkach in vivoe i in vitro oraz wykazanie, czy kwas liponowy wlacza sie w powstawanie

reaktywnych form siarki tj. siarki sulfonowej i siarkowodoru.

W pracy piewszej (Inactivation of aldehyde dehydrogenase by nitroglicerin in the presence and
absence of lipoic acid and dihydrolipoic acid. Implications for the problem of differential effects of
lipoic acid in vitro and in vivo”. Acta Poloniae Pharmaceutica-Drug Research 2016, 73 (6), 1531-
1538.). Doktorantka w badanich in vive 1 in vitro wykazala, ze triazotan glicerolu (nitrogliceryna)
jest silnym inhibitorem aktywnosci katalitycznej dehydogenazy aldehydowej w watrobie szczura
W warunkach in vitro kwas liponowy i jego zredukowana forma kwas dihydoliponowy chronig
aktywnos¢ dehydogenazy aldehydowej przed hamujacym wplywem nitrogliceryny, sa rowniez
zdolne do przywrocenia aktywnosci dhydrogenazy aldehydowej zahamowane] przez nitrogliceryne.
Natomiast w warunkach /n vivo kwas liponowy nie chronil aktywnosci dehydrogenazy aldehydowej

przed hamuwacym wplywem nitrogliceryny. Prosze o dokladniejsze wyjasnienie tych dziatan

W pracy drugiej (,, The effect of lipoic acid administration on the urinary excretion of thiocyanate in
rats exposed to potassium cyanide”. Acta Poloniae Pharmaceutica-Drug Research 2015, 72(1), 49-
52 ) skoncentrowala si¢ na detoksykacji cyjankdéw. W badanich in vivo wykazala, ze szczury
otrzymujace cjanek potasu i kwas liponowy wydalaly z moczem wiecej rodankow, co wskazuje na

udzial kwasu liponowego w detoksykacji cyjankow u szczuréw. Na pokreslenie zastuguje fakt, ze



wyniki te potwierdzaja, ze kwas liponowy ma wplyw na przemiany zwigzkoéw zawierajgcych siarke
sulfanowa. Nie ma jednoznacznych danych, ktore by potwierdzaly udzial kwasu

liponowego/dihydoliponowego w procesie S-tiolacji biatek w organizmach zywych

W pracy trzeciej (,Lipoic acid as a possible pharmaceutical source of hydrogen sulfide/suifane
sulfur”. Molecules 2017, 22(3), 388.doi: 3390/molecules22030388) w badaniach m vitro
(homogenaty watroby i nerek) Doktorantka wykazata, ze kwas liponowy i dihydroliponowy
obnizaja poziom siarki sulfanowej czemu towarzyszy uwolnienie siarkowodoru. Swiadczy to, ze w
obecnosci kwasu liponowego i dihydroliponowego dochodzi do uwolnienia siarkowodoru z siarki
sulfanowe| zmagazynowanej w tkankach. Autorka me udowodnia istmenia w tkankach ssakow

enzymu 0 aktywnosci desulfurazy, ktory by katalizowal proces rozkladu wigzania C-S

Dyskusja, omawiajgca uzyskane wyniki badan w kontekscie danych pismiennictwa jest mocna
strong rozprawy doktorskiej. Autorka zaprezentowala duza wiedzg teoretyczna w zakresic
realizowane) tematyki badawczej. Wyczerpujgco i krytycznie przeanalizowata swoje wyniki
porownujac je z badaniami innych autoréw. Dobor wybranego pismiennictwa jest prawidiowy i

odpowiednio cytowany, i uwzglednia aktualna literature.

Pracg konczy rozdziat Waioski i podsumowanie, w ktérym przedstawiono 4 gtéwne osiggniecia

badawcze wynikajace z przeprowadzonych badan

Doktorantka wykazata, ze kwas liponowy:

1. w warunkach in vivo 1 in vitro ma zréznicowany wplyw na stopien inaktywacji
dehydrogenazy alhedydowej przez nitrogliceryne;

2. zwigksza szybkos$c detoksykacji cyjanku u szczurdw;

3. w warunkach /n vitro, bez udziatu enzyméw uwalnia siarkowodor i siarke sulfanowa;

4. w warunkach i# vitro, ale z udzialem enzyméw obecnych w homogenatach nerki i watroby
szczura obniza poziom siarki sulfanowej i| podnosi poziom siarkowodoru, co wskazuje ze
kwas dihydroliponowy utworzony w wyniku enzymatycznej redukcji kawasu liponowego

uwalnia starkowodor zmagazynowany w tkankach w postaci sulfanowej

Za najwazniejsze osiggnigcie pracy nalezy uznaé fakt, ze kwas liponowy moze wptywac na
zwartos¢ siarki sulfanowej lub wzrost transferazy siarkowe;j tiosiarczanu (rodanzy) w tkankach
szczura oraz ze sam kwas liponowy moze by¢ zrédlem siarki sulfanowej. Autorka podsumowujac
swoje badania podkresla, ze kwas liponowy bierze udziat w przemianach metabolicznych
reaktywnych form siarki, tj. siarki sulfanowej i siarkowodoru. Zwraca tez uwagg, ze jedng z
trudnosci w badaniach mechanizmow farmakologicznych aktywnosci kwasu liponowego jest fakt,

ze dziatanie tego zwigzku moze powodowac inne efekty w warunkach in vitro 1 in vivo.



Doktorantka nie ustrzegla st¢ jednak niedociggnigé: Brak spisu rycin i tabel utrudnia
czytanie pracy. Ponadto w pozycjach pismiennictwa 4, 9, 36, 43, 59 1 92 brak petnego tytutu
czasopisma, zamiast , Post. Hig.” powinno by¢ Post. Hig. Med. Dosw. Jednak te niedociagnigcia nie
umniejszaja wartosci uzyskanych wynikow

Podsumowujac calo$¢ zaplanowanego i wykonanego zadania badawczego przez mgr Anne
Bilskg-Wilkosz stwierdzam, ze rozprawa doktorska stanowi bardzo interesujacg obserwacje
badawcza 0 znaczeniu poznawczym i praktycznym 1 wnosi nowe elementy dotyczace zastosowania
kwasu liponowego w detoksykacji cyjankow, Nalezy uzna¢, ze rozprawa stanowi samodzielne
rozwiazanie postawionego w celu pracy zadania badawczego, a Doktorantka wykazata sie w
dysertacji bardzo dobra wiedze z zakresu struktury 1 wlasciowsci biologicznej kwasu liponowego.

Podsumowujac uwazam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa speinia wszelkie wymogi
stawiane rozprawom na stopien doktora. Wnosze do Rady Wydzialu Farmaceutycznego UJ CM w
Krakowie wniosek o dopuszczenie mgr Anny Bilskiej- Wilkosz do dalszych etapow przewodu
doktorskiego. Rozprawa doktorska spelnia warunki okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach naukowych 1 tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (D.U.
nr 65 Poz 5 z pdzn zm.)

Biorgc pod uwage obecne w tej pracy elementy nowatorskie oraz opubiikowanie wynikow
badan cheialabym zaproponowac Wysokiej Radzie rozwazenie wyrdznienia tej rozprawy stosowng

nagroda.
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